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Resumo

Chalconas sdo flavonoides de cadeia aberta, apresentam diversas atividades bioldgicas e
podem ser sintetizadas por varias metodologias, principalmente pela condensacdo de
Claisen-Schmidt. A Hepatite C se apresenta como uma doenga de grande incidéncia na
populagdo mundial, e dependendo de seu grau, pode levar a carcinoma hepatocelular. A
paracocidioidomicose, uma micose sist€émica causada por Paracoccidioides brasiliensis,
tem grande incidéncia no Brasil, principalmente em pessoas imunodeprimidas, sua forma
aguda pode levar a comprometimentos de 6rgaos como baco e figado. A mieloperoxidase
(MPO) ¢ uma enzima essencial na resposta imune contra a invasdo de patdogenos. No
estresse oxidativo a atividade clorinante de MPO tem um aspecto negativo, pois estd
correlacionada a disfungdes endoteliais. O presente trabalho teve como objetivo a sintese
de trés séries de aminochalconas e seus analogos arilicos, com grupos amino nas posi¢oes
2’, 3> e 4 (anel A), substituintes doadores e aceptores de elétrons no anel B. A fim de
avaliar seus efeitos de acordo com as posi¢des dos grupos amino € do bioisosterismo de
anel, essas substancias foram testadas quanto a capacidade de inibicdo de replicacdo do
HCV, de inibi¢do do crescimento de P. brasiliensis, ¢ da inibi¢ao da atividade clorinante
de MPO. As substancias foram sintetizadas com rendimentos altos, uma vez que para 79%
das substancias foram superiores a 75%. A substancia LQVM 22 foi capaz de inibir a
replicacdo do HCV em 41%, a 2 pmol L. As substancias LQVM 16 ¢ LQVM 17
demonstraram potente atividade anti-P. brasiliensis, exibindo valores de CIMg, de 0,49 pg
mL™. A substancia LQVM 20 foi um potente inibidor da atividade clorinante de MPO,
apresentando Clso de 0,34 pmol L. Nossos estudos quimicos e bioldgicos de
aminochalconas e seus analogos arilicos conduziram a descoberta de hits, valiosos

prototipos para o desenvolvimento de agentes terap€uticos inovadores.

Palavras-chave: chalconas, antifingico, Paracoccidioides brasiliensis, HCV,

mieloperoxidase.



Abstract

Chalcones are open chain flavonoids. They show a broad range of biological activities.
These compounds can be synthesized by several methodologies, mainly by Claisen-
Schmidt condensation. Hepatitis C is a disease of great incidence in worldwide population,
and according to its severity can lead to hepatocellular carcinoma. Paracoccidioidomycosis
is a systemic mycosis caused by Paracoccidioides brasiliensis, and has a great incidence in
Brazil, in imunodefficient pacients, its acute form can lead to commitment of organs such
as spleen and liver. Myeloperoxidase (MPO) is an essential enzyme in imune response
against patogen invasion. However, the MPO activity has been correlated with some
endotelial disfunctions. The present work aimed the synthesis of three series of
aminochalcones and the aryl analogues, with amino group at positions 2', 3' and 4' (ring A),
and with donors and withdraw electron substituents on B ring. In order to evaluate the
effects of the different positions of amino groups and the ring bioisosterism, these
substances were evaluated for the inhibition of HCV replication, P. brasiliensis growth and
clorinating MPO activity. The substances were synthesised with high yields, once 79%
showed yield above 75%. Compound LQVM 22 was able to inhibit HCV replication in 41
%, at 2 pmol L. Compounds LQVM-16 and LQVM-17 demonstrated potent anti-P.
brasiliensis activity, exhibiting MICo values of 0,49 pg mL™". Compound LQVM-20 was
the potentest inhibitor of MPO chlorinate activity, showing ICsy of 0,34 umol L™.Our
chemical and biological studies of aminochalcones, and their aryl analogues led to the
discovery of hits, which are valuable prototypes to developing of innovatives therapeutical

agents.

Key words: chalcones, antifungal, Paracoccidioides brasiliensis, HCV, myeloperoxidase.
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Lista de abreviaturas e simbolos

CCD - Cromatografia em Camada Delgada

CC-FN - Cromatografia em Coluna de Fase Normal

CC-FR - Cromatografia em Coluna de Fase Reversa

CEs - concentracao efetiva capaz de causar efeito em 50% de individuos
Clso - concentragdo capaz de causar 50% de inibicdo em um sistema especifico
CIM - Concentragao Inibitoria Minima

CPG - Cromatografia de Permeagdo em Gel

CsA - ciclosporina A

0 - deslocamento quimico

d - dubleto

dd - duplo dubleto

ddd - duplo duplo dubleto

DMSO-d; - dimetilsulféxido hexadeuterado

DPPH - 2,2-difenil-1- (2,4,6-trinitrofenil)hidrazil

ERO's - Espécies Reativas de Oxigénio

HDL — High Density Lipoprotein

HCYV - "Hepatitis C Virus", virus da hepatite C

[FN-a - Interferon Alfa

J - constante de acoplamento

LDL — Low Density Lipoprotein

m - multipleto

MPO - mieloperoxidase

MTT - brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]

PBS - solu¢do tamponante de fosfato salino, contendo cloreto de potéssio e fosfato de
potassio

PMA - acetato miristato de forbol

PMN:ss - polimorfonucleados

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear

RNAm - RNA mensageiro
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Rf - fator de retardamento

s - singleto



SAR - "structure-activity relationship" - relagdo estrutura atividade
SGR-Luc-JFH-1 FEO - proteina fosfotransferase de fusdo luciferase-neomicina
sl - singleto largo

RVS - Resposta Virologica Sustentada

t — tripleto

TMB - 3,3°,5,5” - tetrametilbenzidina

TnCl - radical taurina-cloramina

TNF-a - Fator de Necrose Tumoral Alfa



Aminochalconas

Substancia R R! R? R’ R*
LQVM1  NH, H H H H
LQVM2  NH, H H NO, H
LQVM3  NH, H H H Br
LQVM4  NH, H H H CN
o LQVM5  NH, H H H Cl
Seriel — yovM6  NH, H H H F
LQVM7  NH, H H H CH,
LQVMS  NH, H H H OCHj
LQVMY9  NH, H H H NO,
LQVM 10 NH, H H H CF;
. LQVM 11 H NH, H H H
Seriell — y ovMm 12 H NH, H H Cl
LQVM 13 H H NH, H H
LQVM 14 H H NH, NO, H
LQVM 15 H H NH, H Br
LQVM 16 H H NH, H CN
o LQVM 17 H H NH, H Cl
Serielll -y v 18 H H NH, H F
LQVM 19 H H NH, H CH;
LQVM 20 H H NH, H OCHj
LQVM 21 H H NH, H NO,
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(e}
LQVM 24  NH, H H [
S
LQVM 25 NH, H H
Série I
CHj
LQVM 26  NH, H H
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LQVM 28 H NH, H Il . ]
Série I i
LQVM29 H NH, H
LQVM 30 H H NH, I . ]
LQVM 31 H H NH, [
S
LQVM 32 H H NH,
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LQVM 33 H H NH,
LQVM 34 H H NH,




Sumario

1.

2.
3.

INETOAUGAO ..o e e e et e e e e e e e e et 21
1.1 Sintese e Atividade Bioldgica de Chalconas.............coccvvvieeviiiieieniiiieeeeiieeeee, 21
1.2 Quimica Medicinal e Bioisosterismo de ANiS..........cccceuvvveiieeeeeeeiiiiiiiieeeeeeeeeenns 24
1.3 Hepatite C e o Virus da Hepatite C (HCV).....cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 25
1.4 ParacocCidiOdOMICOSE .....couveeruiieiriiieeiiie et eeeiiee et ee ettt e et e st eeeeeeeeninee e 26
1.5 Mieloperoxidase (MPO) e Processos Inflamatorios.............oeeeeeeeveciiiiieeeeeeeeennnnnns 27

(0 0] 15110 1SS TR 29

Materiais € MELOAOS .....eeiiiiiiiiiiiiiiee e 30

3.1 Procedimentos de SINEESE ........uveeeiiiiiiiiiiiiiite it 30
3.2 MéEtodos Cromatog@rafiCOS.....ouuuuririireeeeeiriiiiiiiieeeeeee ettt eeeeeeeesearrereeeeeeeeennnens 30

3.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) .......cccccevveieviiiiiiiiiieeeeeeeeee, 30

3.2.2 Cromatografia em Coluna de Fase Reversa (CC-FR) ........cccccvvvvviiiiiiiinnnnnnn. 31

3.2.3 Cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC-FN)........ccccccvvviveeiennniinnnnnnn. 31

3.2.4 Cromatografia de Permeacao em Gel (CPG) .........covvviveviiiiiiiiiieeeeeeeieee, 31

3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear............ccceeeeveeiiiiiieieeeeeeeennns 32
3.4 Atividade Citotoxica e Anti-HCV ... 32
3.4.1 Atividade Citotoxica - Viabilidade Celular de Hepatocitos Humanos............. 32
3.4.2 Inibicao da replicacdo de HCV - Ensaio de Luciferase...........cccccceeeeeennnnnnnnn. 33

3.5 Atividade Antifungica - Inibi¢do do Crescimento de Paracoccidioides brasiliensis
34

3.6 Capacidade ANtIOXIAANTE .........uuuvviiiieeeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeirieeeeeeeeeeseeabrrreaeeeeeeennnens 35
3.7 Inibi¢do da Atividade Clorinante de Mieloperoxidase (MPO) .........cccccvvveeeeeeennnns 36
3.7.1 Avaliag¢do da Capacidade de Sequestro do Radical Taurina-Cloramina .......... 36
3.7.2 Ensaio de Inibigdo in vitro da Atividade Clorinante de MPO.......................... 37
3.7.3 Ensaio de Inibigdo ex vivo da Atividade Clorinante de MPO.......................... 37
Resultados € DISCUSSAO.......uuviiiiiiiiieeiiiiiie ettt e e et e e et ee e e 39
4.1  Resultados das SINESES .......ccocueiiriiiiriiiiiiieeiieceee e 39
4.1.1 Substancia LQVIM 1 .......oooooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 40
4.1.2 Substancia LQVIM 2 .......oooviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeae e 41
4.1.3 Substancia LQVIM 3 ......oooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41

4.1.4 Substancia LQVIM 4 ..........ooovviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 42



4.1.5 Substancia LQVIMI S ......ooovviiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee e 42

4.1.6 Substancia LQVIM 6 ..........ooovvviiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaaaaaanannns 43
4.1.7 Substancia LQVIM 7 .......ooovviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeea e 43
4.1.8 Substancia LQVIM 8 ........ooooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 44
4.1.9 Substancia LQVIM D ........oooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 44
4.1.10 Substancia LQVIM 10 ...........oooviiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaaaanaaaenaes 45
4.1.11 Substancia LQVIM 11 ......coooiiiiiiiiieic e 45
4.1.12 Substancia LQVIM 12 ......ooeoiiiiiiiiiiieec e 46
4.1.13 Substancia LQVIM 13 ..o 46
4.1.14 Substancia LQVIM 14 .........cooiiiiiiiiei e 47
4.1.15 Substancia LQVIM 15 ....oooneiiiiieee e 47
4.1.16 Substancia LQVIM 16 .........ccccoiiiiiiiiiiiiiiieeeie ettt 48
4.1.17 Substancia LQVIM 17 ......ooiiiiiiiiiieie ettt 48
4.1.18 Substancia LQVIM 18 ........oooiiiiiiiiie ettt 49
4.1.19 Substancia LQVIM 19 .......ooiiiiiiiiiie ettt 49
4.1.20 Substancia LQVIM 20 ........ccooiiiiiiiiiiie ettt e enaee e 50
4.1.21 Substancia LQVIM 21 ......ooiiiiiiiiie ittt 50
4.1.22 Substancia LQVIM 22 .......oooiiiiiiiieeiie ettt ettt 51
4.1.23 Substancia LQVIM 23 ..ottt 51
4.1.24 Substancia LQVIM 24 ........coooiiiiiiiiiiiie ettt et saee e 52
4.1.25 Substancia LQVIM 25 .......ooiiiiiie ettt 52
4.1.26 Substancia LQVIM 26 ..........cccooiiiiiiiiiieiiie ettt e e saeeesaee e 53
4.1.27 Substancia LQVIM 27 .......ooiiiiiiiiie ettt eesaee e 53
4.1.28 Substancia LQVIM 28 ......coooiiiiieiee ettt e e 54
4.1.29 Substancia LQVIM 29 ......oooiiiieeeee ettt 54
4.1.30 Substancia LQVIM 30 .......ooooiiiiiiiiiiiee e 55
4.1.31 Substancia LQVIM 31 .....oooiiiiiiiieiieee et 55
4.1.32 Substancia LQVIM 32 .....oooiiiiieeeee ettt 56
4.1.33 Substancia LQVIM 33 .....oooooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 56
4.1.34 Substancia LQVIM 34 ........ooooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 57
4.2  Avaliacao da Atividade Anti-HCV ..., 57
4.3 Avaliagdo da Atividade Antiflingica contra Paracoccidiodes brasiliensis ........... 60

4.4  Avaliacdo da Capacidade AntioxXidante............coccuveeeeriiiieeiiniiiieeeiiieeeeiieee e 62



5.
6.

4.5 Avaliacdo da Inibigao in vitro da Atividade Clorinante de MPO .........................

4.6 Avaliacdo da Inibigao ex-vivo da Atividade Clorinante de MPO .........................

Conclusoes..........cccuvveeennne
Referéncias Bibliograficas



1. Introducio

1.1 Sintese e Atividade Biologica de Chalconas

Os flavonoides s@o substancias biossintetizadas a partir da via mista do acetato e do
chiquimato, sendo caracterizados por um esqueleto C¢C;Cs. S@0 substancias presentes em
plantas e sdo relacionados as fung¢des de crescimento, desenvolvimento, protecdo contra
insetos, fungos, virus e bactérias (ZUANAZZI; 2001).

As chalconas compreendem a classe de flavonoides precursora das demais,
apresentam cadeia aberta com uma cetona a,B-insaturada (Figura 1, p. 21), e demonstram
um amplo espectro de atividades bioldgicas, tais como antimicrobiana, anti-inflamatoria e

antitumoral (PRASHAR; 2012).

Figura 1. Estrutura do Nucleo Chalconico

Chalconas podem ser sintetizadas por diversas metodologias. Convencionalmente,
as metodologias mais utilizadas envolvem a condensacao aldolica de Claisen-Schmidt
(BUCKARI, 2013). Essa reacdo ocorre entre um aldeido aromatico e uma acetofenona,
sendo que o método mais utilizado envolve catalise homogénea acida ou basica, tendo

alcoois alquilicos como solventes (Figura 2, p. 21).

Figura 2. Reagdo Geral de Condensacao de Claisen-Schmidt na Sintese de Chalconas

D H3;0* ou HO O

+ . | +  H,0
O R-OH
@]

O

Existem variacdes de metodologias para sintese de chalconas que se utilizam da
condensacdo de Claisen-Schmidt, tais como; (i) Grinding: reagdo mecanoquimica sob

catdlise de NaOH (ZANGADE, 2011); (ii) K,CO; anidro em pastilhas com ativagdo por
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microondas (JAYAPAL, 2010); (iii) Catalise heterogénea; empregando catalisadores
solidos reutilizaveis, tais como argila hidrotalcita ativada, hidroxiapatita, zeolitas, e fosfato
de zirconio mesoporoso; e utilizando catalisador liquido, liquido i6nico sulfuroso,
reutilizado (BUCKARI, 2013).

As chalconas também podem ser sintetizadas por metodologias que ndo envolvam a
reacdo de condensagdo de Claisen-Schmidt, a partir de cloretos de acila, envolvendo

diferentes mecanismos tais como;

a) Acilacdo de Friedel-Crafts: acilacdo que utiliza um derivado fluoroglucinolico

(Figura 3, p. 22) (BUCKARI, 2013);

Figura 3. Acilacao de Friedel-Crafts na Sintese de Chalconas

CH, \n/\/© CH

HO OH cl Alcl 3 O
3 HO OH
* N —_— | + HCI

HaC 0o

OH HaC

OH O

b) Acoplamento de Suzuki: foi desenvolvido primeiramente pela aplicagao da
metodologia de McCarthy que utiliza acido boronico, cloreto de benzoila, e palddio em

meio basico, com cinco equivalentes de Cs,COs (Figura 4, p. 22) (EDDARIR, 2003).

Figura 4. Acoplamento de Suzuki na sintese de chalconas pela metodologia de McCarthy

OCHs
oH OCH;, P(Ph3)4Pd(0) O
/ B Cs,CO4 > H3;CO
H3CO—©—/_ bH cl OCHj,4 tolueno O |
o HaCO
o

Foram desenvolvidas metodologias de acoplamento de Suzuki que envolviam
catalisadores e solventes alternativos aos empregados na metodologia de McCarthy assim
como permitiam a permuta do 4cido bordnico por trifluorboratohomoenolato de potéassio
(MOLANDER, 2008). Sendo assim a sintese de chalconas também se mostrou possivel por

essa alternativa (Figura 5, p. 23), empregando radia¢do de microondas, K,COs3, e dioxano

como solvente (AL-MASUM, 2010).
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Figura 5. Sintese de Chalconas Empregando Trifluoroboratohomoenolato de Potassio e
PdCl, (d'bpf) com K,COs
PdCl,(d'bpf) O

BF3K - e
@_//— . Clp o O l
1,4 dioxano

O
O

As chalconas apresentam diferentes atividades biologicas tais como antiviral, anti-
inflamatodria e antifungica. As chalconas com grupos amino no anel A (aminochalconas),
comecaram a ser estudadas como agentes citotoxicos, primeiramente com base no fato de
que as cé€lulas cancerigenas tém pH citoplasmatico inferior ao das células normais
(DIMMOCK, 2003). Mai e colaboradores (2014) demonstraram que a aminochalcona 1
(Figura 6, p. 23) apresenta atividade citotoxica potente para diversas linhagens de células
cancerigenas humanas incluindo mama, pulmao, eritromieloblastdoide e coloretal. A
aminochalcona 1 demonstrou maior seletividade para essas linhagens de células
cancerigenas do que para as células normais de rim de humano (HEK-293). A elevada
citotoxicidade desta aminochalcona esta relacionada a apoptose precoce comum as células

cancerigenas, devido a sua interagdo com receptores de TNF-o (MAI et al., 2014).
Figura 6. Estrutura da Aminochalcona 1

&y

NH, O

J

A chalcona 2 (Figura 7, p. 24), conhecida como xantoumol, isolada de Humulus
lupulus, apresentou potente atividade contra o virus da hepatite C (HCV). O tratamento da
hepatite C pode ser realizado com uso de interferona-a (IFN-a), biofarmaco empregado em
associagao com ribavirina e inibidores enzimaticos de HCV. O tratamento com esses
farmacos apresenta eficacia limitada. Nesse estudo, o xantoumol apresentou sua poténcia

anti-HCV similar ao IFN-a (LOU, 2013; XIA, 2000).
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Figura 7. Estrutura do Xantoumol

As aminochalconas tém demonstrado atividade antimicrobiana similar ou superior
aos farmacos antibacterianos e antifingicos (PRASAD, 2009). As aminochalconas 3 - §
(Figura 8, p. 24) demonstraram-se mais potentes do que a penicilina G contra Bacillus
subtilis, B. pumilus, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris e Escherichia coli. A
aminochalcona 3 apresenta-se com poténcia superior para E. coli, sendo similar a
amicacina (PRASAD, 2009). A substancia 6 (Figura 8, p. 24) demonstrou atividade contra
o fungo Aspergillus fumigatus, sendo mais potente do que o fluconazol (HUSSAIN, 2011).

Figura 8. Aminochalconas 3 - 5§ e andlogo arilico 6 que apresentam atividade fungicida e
bactericida.

R
S
= \
HoN O 3R=Cl HoN NI
O | 4R=F |
5R = OCH;

@) O

1.2 Quimica Medicinal e Bioisosterismo de Anéis

A Quimica Medicinal ¢ a parte da ciéncia que se dedica ao estudo das razdes
moleculares da ag¢do dos fdrmacos, e da relacdo entre a estrutura quimica e suas atividades
farmacoldgicas. Essa ciéncia também abrange a descoberta de substancias 4its e candidatos
a se tornarem farmacos (BARREIRO & FRAGA, 2008).

O planejamento racional de farmacos permite investigar hits, a partir do

conhecimento do alvo, pela realizagdo de triagens reais ou virtuais de um banco de
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substancias que permitam o estudo Structure Activity Relationship (SAR) (GUIDO et al.,
2010).

Um composto lider pode ser desenvolvido por modificagdes de propriedades fisico-
quimicas de Aits, potencializando sua atividade bioldgica da substancia (KELLER; 2007).
Para otimizar a bioatividade de um hit pode se empregar o planejamento racional, que
inclui o uso de ferramentas da Quimica Medicinal, tais como bioisosterismo, homologagao,
restrigdo conformacional, simplificagdo molecular e hibridacdo molecular (BARREIRO;
2001).

O bioisosterismo ¢ uma ferramenta usada no planejamento racional de farmacos
com a finalidade de modificar algumas propriedades fisico-quimicas de uma substancia,
alterando sua farmacocinética, mantendo ou potencializando sua atividade bioldgica
(BARREIRO & FRAGA; 2008).

O bioisosterismo classico consiste na permuta de grupos funcionais que apresentem
a mesma quantidade de elétrons em sua camada de valéncia. No bioisosterismo cldssico de
anéis a permuta deve manter a quantidade de elétrons m (Figura 9; p. 25). No
bioisosterismo nao-classico, os grupos que podem ser permutados ndao apresentam a

mesma quantidade de elétrons na camada de valéncia. (BARREIRO; LIMA; 2005).

Figura 9. Bioisosteros Classicos de Anéis (BARREIRO & FRAGA; 2008).

N N
\) \ \ [~ NN SN f\N N ]
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1.3 Hepatite C e o Virus da Hepatite C (HCV)

O virus da Hepatite C (HCV) se apresenta como uma das principais causas de
doencgas hepaticas, podendo causar infec¢des agudas ou cronicas. Atualmente estima-se
que cerca de 185 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo HCV (2 a 3% da populagao

mundial. Desses, estima-se que 80% desenvolvem o quadro cronico, ¢ 25% podem
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desenvolver cirrose hepatica, e nos casos mais extremos carcinoma hepatocelular (KOHLI,
2014).

A doenca tem como forma de contagio o contato com o sangue de pessoas
infectadas, sendo a principal rota de transmissdo o contato parental. Os grupos de maior
risco compreendem os usudrios de drogas injetaveis, assim como pacientes que requerem
multiplas transfusdes sanguineas (MUNIR, 2010).

O tratamento da hepatite C foi iniciado, antes do conhecimento da estrutura do
HCV, em 1986, com a interferona-o (IFN-a)). Essa glicoproteina nao atua diretamente no
ciclo viral, mas atua ligando-se a receptores gangliosidicos do hospedeiro que induz a
producdo de enzimas que inibem a traducdo do RNAm das proteinas virais, inibindo o
ciclo viral (HOOFNAGLE; 2005; RANG & DALE; 2011). Atualmente, o tratamento da
hepatite C se baseia na (IFN-a) em associagdo com farmacos micromoleculares que
aumentam sua atividade, uma vez que a Resposta Virologica Sustentada (RVS - Niveis
séricos indetectaveis de RNA do HCV durante o tratamento e nos seis meses seguintes)
(LIANG; 2013) da monoterapia era de 12% dos pacientes tratados; e o uso da IFN-a
peguilada (ligada a uma cadeia de polietileno glicol) associado a ribavirina, um analogo de
guanosina, aumentou essa taxa para 35-40% (HOOFNAGLE; 2014).

O HCV apresenta seis tipos de genotipos que respondem diferencialmente aos
tratamentos, sendo o genotipo mais comum o Gl. Atualmente had indicagdes de terapia
tripla para o tratamento da hepatite C, onde se faz uso de farmacos, como declatasvir,
simeprevir, teleprevir, boceprevir e sofosbuvir que atuam diretamente na replicacdo do
virus, tendo como alvos as proteases ndo-estruturais (NS3, NS4A, NS5A e NS5B),
aumentando assim as taxas de RVS (KOHLI, 2014).

A terapia dupla com IFN-a e ribavirina apresenta efeitos adversos como anemias,
neutropenia e trombocitopenia; sendo que ha possibilidade desenvolvimento de resisténcia
(MUNIR, 2010). A terapia tripla apresenta efeitos adversos severos, como no caso do uso
de boceprevir, ¢ comum ocorréncia de alteragdes no paladar; e do teleprevir podem ocorrer

erupcdes cutaneas e desconforto intestinal (LIANG; 2013).

1.4 Paracoccidiodomicose

Paracocidioides brasiliensis ¢ um fungo dimorfico, presente no solo na forma

micelar a temperatura ambiente, € como levedura a 37 °C. Dos casos mundiais de
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paracoccidiodomicose, causados por P. brasiliensis, 85% ocorrem no Brasil (ANDRADE;
2005).

A infec¢do por Paracocidioides brasiliensis ocorre pela inalagdo de conideos
presentes no solo, em seguida ha migracao do fungo para os pulmdes se estabelecendo
posteriormente o complexo primario. Apds tais estagios, o fungo pode ficar latente durante
anos, apresentando assim o quadro cronico da doenca. No caso de individuos
imunodeprimidos, a levedura pode se espalhar por todo o sistema linfatico promovendo o
desenvolvimento da doenca em diferentes 6rgaos (FABRIS; 2014).

Os sintomas clinicos da paracoccidiodomicose sdo diferentes, de acordo com a
localizagao do fungo. No pulmado, P. brasiliensis provoca tosse cronica e dor toracica. No
tecido muco-cutaneo causa ulceragdes na boca, faringe, laringe e lesdes na pele (SILVA;
2007).

O tratamento pode ser realizado com sulfonamidas, que atuam bloqueando a
formacdo do 4cido folico e impedindo o crescimento fungico, conduzindo a
trombocitopenia e a leucopenia. Como uma segunda opc¢ao no tratamento estd o uso da
anfotericina B, que impede a multiplicacdo do fungo alterando a permeabilidade da parede
celular, apresentando taxas de cura de até 60% dos individuos, e apresenta severos efeitos

adversos. Como alternativa, ha ainda o uso de derivados azolicos (MENEZES; 2009).

1.5 Mieloperoxidase (MPO) e Processos Inflamatorios

No processo inflamatorio ocorre a migracao de leucécitos fagocitarios, sendo um
processo-chave na resposta imune do organismo contra invasao de patdgenos. As primeiras
células a serem estimuladas sdo os leucocitos polimorfonucleados (PMNs), ou neutrofilos
(DAVIES; 2010).

A mieloperoxidase (MPO) ¢ a proteina mais abundante presente nos neutrofilos,
estando presente nos granulos intracelulares conhecidos como azurdfilos. A MPO ¢
liberada nos fagossomos contendo o organismo patogénico, onde realiza o burst oxidativo
produzindo uma grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROs) uteis na
destruicdo dos microrganismos (NUSSBAUM; 2013).

A mieloperoxidase (Figura 10, p. 28) ¢ uma hemeperoxidase, composta por dois
monomeros idénticos de aproximadamente 73 KDa (uma subunidade representada pela cor

azul e outra vermelha, Figura 10, p. 28) (LAU & BALDUS; 2006; DAVIES; 2010). Ela
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desempenha duas atividades cataliticas principais, a peroxidagdo (Equacdo 1) e
halogenagao (Equagao 2).
H,0, + 2AH, — 2AH + 2H,0 (1)
H,0, + X + H" — HOX + H,0 (2)

Onde X representa os ions SCN', I', Br™ e principalmente CI'. O acido hipocloroso
(HOCI) ¢ o agente oxidante formado mais potente na a¢do contra 0os microrganismos, uma
vez que pode clorinar algumas biomoléculas, como proteinas, lipidios e acidos nucléicos

(RAMIREZ-DURAN; 2013).

. . . 2+ _
Figura 10. Micloperoxidase. Esferas rosa, representam Ca”’, esferas amarelas, CI,
estruturas amarelas representam carboidratos, ¢ em verde destaca-se o grupo heme da

enzima (SOUBHYE, 2014)

A MPO pode ser liberada no meio extracelular durante o burst oxidativo, gerando
seus produtos capazes de causar disfungdes endoteliais. Dentre essas disfungdes destaca-se
a ocorréncia da placa artereosclerdtica (ANATOLIOTAKIS; 2013). Na formacao da placa
artereosclerotica a MPO altera o metabolismo do oxido nitrico, diminuindo a
vasodilatacdo. O HOCI por ela formado, provoca a oxidacdo de LDL e HDL, o que resulta
em deposito de colesterol e formagdo de células espumosas na parede arterial

(WENDLAND:; 2009; ROMAN, 2007).
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O mecanismo de acdo da MPO ¢ complexo e ocorre na cavidade heme distal
(estrutura em verde, Figura 10, p. 28), sendo baseado principalmente na oxidagdo e
reducdo de trés componentes principais, o peroxido de hidrogénio H,O,, Cl" e a enzima
nativa (MALLE; 2007; SOUBHYE, 2014).

Dois importantes inibidores reversiveis de MPO, s3o o acido flufenamico (7), que
possui alta toxicidade, e a 5-fluortriptamina (8) (Figura 11, p. 29), um potente inibidor in
vitro, mas que atua também como agonista nos receptores de serotonina (TEMBE; 1993;

SOUBHYE; 2010).

Figura 11. Inibidores de Mieloperoxidase (MPO)
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2. Objetivos

Objetivo Geral
O objetivo geral desta dissertagdo foi a sintese de chalconas contendo o grupo

amino no anel A e investigagao de suas atividades biologicas.

Objetivos Especificos

A) Sintese de trés séries de aminochalconas e seus andlogos arilicos pela
condensacao de Claisen-Schmidt.

B) Avaliagdo das atividades bioldgicas das aminochalconas incluindo anti-HCV,

inibicao de MPO e anti-P. brasiliensis.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Procedimentos de Sintese

As substancias foram sintetizadas utilizando a condensagdo aldoélica de Claisen-

Schmidt, sob catalise de etoxido de sddio e etanol como solvente (Figura 12, p. 30).

Figura 12. Condensagdo Aldolica de Claisen-Schmidt
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Em um baldo monotubulado, foram adicionados 5 mmol das respectivas
aminoacetofenonas dissolvidas em 5,0 mL de solucao etanolica de hidréxido de sédio a 1,0
mol L™, sob banho de gelo e agitacdao constante. Foram solubilizados 5 mmol dos aldeidos
em 10,0 mL de etanol, ¢ adicionados ao meio reacional. As reagdes foram mantidas sob
agitacdo constante, a temperatura ambiente, até ser constatada a conversdo total dos
reagentes.

Os meios reacionais foram vertidos em gelo triturado, formando um precipitado, o
qual foi mantido a 7 °C por 24 h. O precipitado foi submetido a filtragdo simples e seco a
temperatura ambiente por 48 h.

Nos casos em que ndo houve precipitado, o meio reacional, foi submetido a
extracao liquido-liquido, empregando acetato de etila e agua destilada como contra-fase. A

fase organica foi seca a temperatura ambiente.

3.2 Métodos Cromatograficos

3.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para o acompanhamento das reagdes e andlise de pureza dos produtos brutos foi
realizada Cromatografia em Camada Delgada, em placas cromatograficas de gel de silica

sob base de aluminio.
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As placas foram desenvolvidas em hexano e acetato de etila, em propor¢oes de
acordo com a polaridade dos analitos. As cromatoplacas foram reveladas sob lampadas de
ultravioleta, em 254 nm e 365 nm, e em solugdo etandlica de anisaldeido sulfirico seguida
de aquecimento. A solucdo de anisaldeido sulfurico foi preparada pela adicdo de 2,0 mL de
p-anisaldeido em 20,0 mL de acido acético, seguida da adi¢do de 10 mL de 4cido sulfirico
e 170 mL de etanol.

3.2.2 Cromatografia em Coluna de Fase Reversa (CC-FR)

Para as purificagdes por Cromatografia em Coluna de Fase Reversa (CC-FR),
empregou-se fase estacionaria de octadecilsilano (ODS - C18), e misturas de etanol e agua
como fase mével, com gradientes de concentragdao variando de 80% a 10% de agua, sob
pressao reduzida de 30 mbar.

As substancias LQVM 6, LQVM 15, LQVM 17, LQVM 18, LQVM 20, LQVM
22, LQVM 30, LQVM 31 ¢ LQVM 34 foram purificadas por CC-FR.

3.2.3 Cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC-FN)

As purificagdes realizadas em coluna de fase normal foram feitas empregando gel
de silica com tamanho de particula de 100 a 200 Mesh (Sigma-Aldrich®), e fases moveis
de misturas de hexano e acetato de etila.

As aminochalconas LQVM 1, LQVM 3, LQVM 4, LQVM 5, LQVM 8, LQVM
11, LQVM 12, LQVM 13, LQVM 19, LQVM 24 ¢ LQVM 28 foram purificadas por CC-
FN, para as substancias LQVM 13 e LQVM 19 foi utilizada elui¢ao gradiente variando de
85% a 30% de hexano, para as demais foi utilizada modo isocratico de eluicdo de 95%
hexano e 5% de acetato de etila em acordo com os fatores de retardamento (Rf) obtidos das

analises de CCD.

3.2.4 Cromatografia de Permeaciao em Gel (CPG)
A aminochalcona LQVM 10 foi purificada por Cromatografia de Permeagdo em

Gel, empregando-se LH-20 (Sephadex®), 120 % 3 cm usando etanol como fase mdvel.
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3.3 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear

Para confirmagdo da estrutura das substancias foram realizados experimentos de
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), de Carbono Treze (RMN de
() e de Hidrogénio (RMN de 'H).

Os espectros foram obtidos no Centro Multiusuario de Inovagdo Biomolecular
(CMIB), em Espectrometros Bruker Avance III, de 14,0 Tesla (600 MHz), ¢ de 9,4 Tesla
(400 MHz). As substancias foram solubilizadas em dimetilsulféxido hexadeuterado

(DMSO-de).

3.4 Atividade Citotoxica e Anti-HCV

Os ensaios foram realizados em colaboragdo com o Centro de Estudos Genomicos,
Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas, Unesp-
Ibilce; pelos alunos Carina Machado Pereira, Jacqueline Farinha Shimizu e Guilherme
Rodrigues Fernandes Campos sob coordenacao da Profa. Dra. Paula Rahal, co-orientadora

no projeto.

3.4.1 Atividade Citotoxica - Viabilidade Celular de Hepatocitos Humanos

Uma suspensdo de 10 células Huh-7.5 foi transferida para microplacas de 96 pocos
e foram incubadas em estufa a 37 °C, com atmosfera a 5% de CO; por 4 horas. Solugdes
com concentragdes de 50, 10 e 2,0 umol L de cada substancia em meio de cultura foram
adicionadas as células em triplicatas. Como controle positivo, adicionou-se as células
apenas meio de cultura com 1% de DMSO na auséncia de substancias. As microplacas
foram incubadas por 18 horas a 37 °C e atmosfera a 5% de CO,. Em seguida, o
sobrenadante foi removido sendo adicionada solugdo de MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]; Sigma®) a 1 mg/mL de meio de cultura as células,
as quais foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. A solugdo de MTT foi removida,
substituida pelo mesmo volume de DMSO para solubilizagdo dos cristais de formazana

(Figura 13, p. 33) , e as solu¢des foram submetidas a leitura em 570 nm.
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Figura 13. Reducdo do MTT (VALADARES, 2007)
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A porcentagem da viabilidade celular foi determinada, pela equacao 3, p. 33,

utilizando a média das absorvancias das replicatas.

(Abs(c.positivo ) Abs(amostra ))

x 100 3)
Abs(c.positivo )

% Viab.Hep. =

Na qual: % Viab.Hep. refere-se a porcentagem de viabilidade celular de hepatocitos
Huh-7.5; Abs(c positivo) @ absorvancia média do controle positivo; AbSmostra) @ absorvancia

média das amostra.

3.4.2 Inibicdo da replicacdo de HCV - Ensaio de Luciferase

Células Huh-7.5 (4 x 10° foram lavadas e ressuspendidas em 400 puL de PBS
tratado com dietilpirocarbonato (PBS-DEPEC) e transfectadas por eletroporacao com 5 ug
do replicon subgenomico do virus da Hepatite C com expressio da proteina
fosfotransferase de fusdo luciferase-neomicina (SGR-Luc-JFH-1 FEO), em cubetas de 0,4
cm a 950 pF, 270 V. Posteriormente, as células eletroporadas foram transferidas para
placas de 96 orificios e entdo lisadas apos 4 e 24 h da transfeccdo em tampao de lise
passiva (PLB) (Promega®). A atividade de luciferase foi medida utilizando o reagente para
ensaio de luciferase (LAR; Promega) em leitor de placa (FLUOstar Omega — BMG
Labtech®).

As aminochalconas foram adicionadas nas concentragdes de 10 ou 2 pmol L™

segundo a citotoxicidade no teste de MTT. Os lisados de 4 h apos transfec¢do foram
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utilizados como controle ¢ os de 24 h para avaliar o efeito inibitdrio das substancias na
replicagdo do HCV. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. Em paralelo
foram realizados experimentos com a ciclosporina A, como droga de referéncia, na

concentracido de 1pumol L™

3.5 Atividade Antifangica - Inibicdo do Crescimento de Paracoccidioides

brasiliensis

Os ensaios de atividade antifungica foram realizados em colaboragdo com o
Laboratorio de Analise Protedmica da Faculdade de Farmdacia da Unesp - Araraquara, pela
aluna Kaila Medina Aléarcon, sob coordenacao da Profa. Dra. Ana Marisa Fusco-Almeida.

Nos testes de sensibilidade por microdilui¢do, utilizou-se Paracoccidioides
brasiliensis isolado clinico proveniente de pulmao humano com paracoccidiodomicose.

Os testes foram realizados de acordo com o documento M27-A2 (2002) do CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) com adaptagdes para Paracoccidioides (DE
PAULA E SILVA, et al.; 2013).

O meio de cultura utilizado para a realizagdo dos testes de sensibilidade foi o
RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sodio e acrescido de 2% de glicose,
tamponado com MOPS 0,165 M, pH 7,0. O controle do crescimento (controle positivo) foi
realizado com 100 pL de meio (RPMI-1640 2%) e 100 pL do indculo, e o controle
negativo do teste apenas com 200 puL. do meio (RPMI-1640, 2 %).

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos, foram utilizados 100 puL das
solugdes das substancias resultantes da diluicao seriada. O inoculo foi preparado a partir da
suspensao de 10%-10” UFC mL'l, sendo realizada uma diluicdo 1:50 em PBS estéril,
ajustando para a porcentagem de células vivas presentes na camara de Neubauer.
Posteriormente foi realizada uma diluicdo 1:20 em RPMI-1640 (2%) do volume total, o
qual foi utilizado no experimento. O indculo e as solu¢des das substancias foram
misturados em proporcdes equivalentes, chegando-se a concentragdo final desejada de
indculo de 5x10%-2,5x10° UFC mL™. As placas foram incubadas a 37 °C por um periodo
total de 96 horas (TAKAHAGI et al., 2009), com agitacdo a 150 rpm. Como farmaco de
referéncia foi utilizada a anfotericina B.

A viabilidade das células fingicas foi avaliada por Alamar Blue ®. Apds de 48

horas de incubagdo foi adicionado 20 pL do reagente 10X, o qual ndo interfere na
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viabilidade da célula fingica. Assim, a placa foi incubada por mais 24 ou 48 horas,
completando 96 horas. As leituras das placas foram realizadas da maior para a menor
concentragdo, determinando-se a menor concentracdo da substincia que inibe o
crescimento fingico visualmente detectado quando ndo houvesse mudanga de azul para
rosa. Confirmando a leitura visual foram realizadas leituras por espectrofotometro a 490
nm, a fim de determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIMgg), que € a menor
concentragdo capaz de promover 90% de inibi¢do do crescimento fingico. Os testes foram

realizados em triplicata.

3.6 Capacidade Antioxidante

Esse experimento e os experimentos descritos no item 3.7, p. 36, foram realizados
em colaboracdo com o Laboratorio de Eletroanalitica, sob coordenacdo do Prof. Dr.
Valdecir Farias Ximenes, da Faculdade de Ciéncias da Unesp campus de Bauru.

O estudo da capacidade antioxidante foi realizado por meio de experimentos que
avaliassem o sequestro do radical DPPH, 2,2-difenil-1- (2,4,6-trinitrofenil)hidrazila (Figura
14, p. 35). Esse radical quando reduzido apresenta mudanga de sua coloragdo de roxo para
amarelo. A droga de referéncia como agente antioxidante foi a quercetina (Zeraik et al.;

2012).

Figura 14. Reacdo de oxidagdo do radical 2,2-difenil-1- (2,4,6-trinitrofenil)hidrazila;
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Em placa de 96 pogos, adicionou-se 35 pL das respectivas solucdes com as
substancias para concentragio de 1 mmol L', com 215 uL de solugdo de DPPH (10 umol
L") por 30 minutos, ao abrigo da luz, posteriormente foi realizada a leitura em

espectrofotometro de UV-visivel leitor de placa (Synergy 2 Multi-Mode, BioTek, USA)
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em 515 nm. Esse experimento foi realizado em triplicata. A porcentagem de sequestro de

DPPH foi determinada pela equagao 4, p. 36, utilizando-se de controle negativo.

(Abs(c.negativo ) Abs(amostra )) (4)

% DPPH seq = X 100

Abs(c.negativo )

Na qual: % DPPH seq refere-se a porcentagem de DPPH sequestrado; Absc negativo)

a absorvancia média do controle negativo; AbS(mostra) @ absorvancia média da amostra.

3.7 Inibicao da Atividade Clorinante de Mieloperoxidase (MPO)
3.7.1 Avaliacdo da Capacidade de Sequestro do Radical Taurina-Cloramina

O radical taurina-cloramina (TnCl) ¢ gerado pela reagdo de acido hipocloroso com
taurina (acido etanoaminosulfonico). Esse radical ¢ capaz de oxidar o 3,3'5,5° —
tetrametilbenzidina (TMB), gerando uma diimina com coloracao azul (Zeraik et al.; 2012).

Esse experimento foi realizado como forma de controle para os experimentos
seguintes, nos quais utilizou a producao do radical TnCl como forma de mensuragdao da
atividade clorinante de MPO.

Para se quantificar a capacidade de sequestro do TnCl pelas substancias, elas foram
incubadas na concentra¢io de 25 umol L™, pipetando-se 10 pL das respectivas solugdes,
25 uL de HOCI (50 pmol L™), em 165 pL de solugdo de taurina (5 mmol L™ em solucio
tamponante de PBS). A incubacdo foi realizada em estufa por 30 minutos a 37 °C e 3,4%
de CO,. Apos esse periodo, adicionou-se 50 uL de TMB (10 mmol L™). A absorvéncia foi
mensurada em 655 nm em espectrofotdometro (Synergy 2 Multi-Mode, BioTek, USA). Esse
experimento foi realizado em triplicata, fazendo-se em paralelo um controle positivo com a
utilizacdo de solugdo de acido hipocloroso. A porcentagem de sequestro do TnCl foi

determinada pela equagao 5, p. 36.

(Abs(c.positivo ) Abs(amostra )) x

% TnCl seq = 100 )

Abs(c.positivo )

Na qual: % TnCl seq refere-se a porcentagem do TnCl sequestrado; Abscpositivo) @

absorvancia média do controle positivo; AbS(mosira) @ absorvancia média da amostra.
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3.7.2 Ensaio de Inibicio in vitro da Atividade Clorinante de MPO

Em placas de 96 pocos as substancias foram incubadas nas concentragdes de 1; 0,5;
0,25 ¢ 0,125 pmol L™, pipetando-se 10 uL das respectivas solu¢des das substancias, 10 pL
de peroxido de hidrogénio (50 umol L) ¢ 5 pL de MPO (0,8 pmol L™, mieloperoxidase
humana Planta Natural Products), em 170 pL de solucdo de taurina (14 mmol L em
solugdo tamponante de PBS). A incubacao foi realizada durante 30 minutos a 37 °C e 3,4%
de CO;, em estufa. Apds esse periodo, as reagdes foram interrompidas pela adicao de 5 pL
de catalase (1 mg mL™), foi acionado 50 pL de TMB (14 mmol L), e a absorvancia foi
medida em espectrofotometro (Synergy 2 Multi-Mode, BioTek, USA) em A de 655 nm. O
experimento foi realizado em triplicata, realizando-se em paralelo, controles positivos, o
qual possuia a mesma composicdo das solucdes descritas, porém com substituicdo das
solug¢des contendo substancias por apenas solvente. A porcentagem de inibicao da MPO foi

determinada pela equagao 6, p. 37.

(Abs(c_positivo ) - Abs(amos tra)) X 100 (6)

% Inibicdo =
° ’ Abs(c.positivo )

Na qual: % Inibig¢do refere-se a porcentagem do inibi¢do de MPO; Abs(c positivo) @
absorvancia do controle positivo; Absamoesira) @ absorvancia da amostra.

Foram realizados os experimentos em diversas concentragdes das substancias para
se determinar o Clso (concentracdo capaz de inibir 50% da atividade enzimatica da MPO),
a partir da equacao de tendéncia da curva de porcentagem de inibicdo em fungdo da
concentracdo de substancia. Esse ensaio foi realizado para as substancias LQVM 1,
LQVM 11, LQVM 13, LQVM 16, LQVM 20 - LQVM 22, LQVM 28, LQVM 30 -
LQVM 32, ¢ LQVM 34. A 5-fluortriptamina foi empregada como inibidor de referéncia.

3.7.3 Ensaio de Inibic¢io ex vivo da Atividade Clorinante de MPO

A inibi¢ao da atividade clorinante de MPO foi avaliada em modelo celular,
utilizando neutréfilos. Essas células foram isoladas de sangue de voluntirios com
protocolo aprovado pelo comité de ética (CEP/FCF-UNESP no. 29/2011). Sendo esses
experimentos realizados para as substancias LQVM 16, LQVM 30, ¢ LQVM 31.
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3.7.3.a) Isolamento dos neutrofilos humanos

Os neutrofilos foram isolados por gradiente de densidade. Em tubo falcon
esterilizado de 15 mL adicionou-se 3 mL de HISTOPAQUE®-1117, 3 mL de
HISTOPAQUE®-1109 e 6 mL de sangue total. O tubo foi levado para centrifugacio a
2500 rpm por 20 minutos a 25 °C. Apds a centrifugacdo, observou-se a separagdo em duas
fases, sendo a camada branca de monoécitos, € uma camada inferior contendo os
neutrofilos. As camadas superiores aos neutrofilos foram removidas, e eles foram
coletados com auxilio de uma pipeta Pasteur. Os neutrofilos foram colocados em tubo
falcon de 15 mL, tendo o volume completado com PBS, e foi realizada nova centrifugagao
a 4000 rpm por 5 minutos, posteriormente o sobrenadante foi removido, e esse processo de
lavagem com PBS foi repetido mais trés vezes.

Os neutrofilos obtidos foram suspendidos em 1 mL de PBS suplementado, sendo
realizada a contagem de cé€lulas em camara de Neubauer. O volume de PBS foi corrigido

. ~ -1
para que se obtivesse uma suspensio de 1 x 10" celulas mL ™.

3.7.3.b) Viabilidade Celular dos Neutroéfilos: Testes de Exclusdo com Azul de Trypan

Os neutréfilos isolados suspensos a 4 x 10° foram colocados em contato com as
substancias (50 pmol L) em PBS suplementado, e incubados em estufa a 3,4% de CO, e
37 °C por 30, 60 e 90 minutos. Apds esses periodos, as substancias foram incubadas
novamente por 5 minutos com a solu¢ao de azul de Trypan a temperatura ambiente. Um
controle veiculo foi realizado, onde foi adicionado apenas PBS, na auséncia das
substancias.

Em microscopio foi realizada a contagem das células vidveis que se apresentavam
brilhantes, e das células invidveis que apresentavam coloracdo roxa devido a

permeabilidade da membrana. A viabilidade celular foi obtida pela equagao 7, p. 38.

, células viaveis (7)
%Viab.N.= —; —— - —————— X 100
(células viaveis + células inviaveis)

Na qual: %Viab.N. refere-se a porcentagem de viabilidade celular de neutréfilos;
células viaveis, o nimero de células brilhantes contadas; ¢ células inviaveis, o nimero de

células roxas contadas.
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3.7.3.c) Determinacdo da Inibicdo da Atividade Clorinante de Mieloperoxidase
Produzida por Neutrofilos Estimulados

Foi pipetado em eppendorf 120 pL da suspensdo de neutréfilos (4 x 10° celulas
mL™), com 114 uL de solugio de taurina em PBS (14 mmol L™), e 6 uL das solu¢des das
substéncias para concentragdes finais de 5, 10 ¢ 20 pmol L™. As solugdes resultantes foram
incubadas em estufa a 3,4 % de CO,, 37 °C por 15 minutos. Apds esse periodo, os
neutrofilos foram estimulados com 60 pL. de solugao de PMA (acetato miristato de forbol),
e incubados novamente nas mesmas condi¢des sobs agitacdo branda, por 30 minutos; as
reagdes foram interrompidas com adigio de 5 uL de catalase (1 mg mL ). Em paralelo
foram realizados controles positivos, onde as solugdes de substancias foram substituidas
por apenas PBS.

As solucdes foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos, ¢ 200 puL de
sobrenadante foram adicionados nas microplacas de 96 pogos, as solucdes foi adicionado
50 uL de TMB (14 mmol L™). A absorvincia foi mensurada em espectrofotdmetro
Synergy 2 Multi-Mode, BioTek, USA) em 655 nm.

As porcentagens de inibicdo foram calculadas de acordo com a equacao 6, p. 37.
Foram calculados os valores de Clsg, a partir da linha de tendéncia obtida das porcentagens

de inibicao em func¢do das concentragdes as substancias.

4. Resultados e Discussao

4.1 Resultados das Sinteses

As substancias foram obtidas com rendimentos variando de 46 a 96%, e podem ser
considerados altos, pois em 79% delas o rendimento foi superior a 75%. Entre as 34
substancias sintetizadas, a aminochalcona LQVM 22, e os andlogos arilicos LQVM 25,
LQVM 26, LQVM 29 ¢ LQVM 33 sdo substancias inéditas.

A interpretacdo dos espectros de RMN de 'H permitiu constatar a obtencio dos
produtos planejados. Os espectros de RMN confirmaram a presenca de dubletos com
constantes de acoplamento caracteristicas de ligagdo dupla carbono-carbono (J =15 Hz). O

13 .. , . .
espectro de RMN de “C apresentou sinais caracteristicos de cetonas o,f - insaturadas (0 -
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189 ppm). A analise simultdnea dos espectros de RMN de 'H e RMN de °C conduziram a
confirmacdo de uma cetona o, - insaturada.

A seguir estdo os rendimentos, as atribui¢des dos deslocamentos quimicos J, em
ppm, dos sinais obtidos nos espectros, sendo especificado entre parénteses, a
multiplicidade do sinal (s - singleto; d - dubleto; dd - duplo dubleto; ddd - duplo duplo
dubleto).

4.1.1 Substincia LQVM 1

NH, O

LQVM 1

(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-fenil-2-propen-1-ona

Rendimento: 82%. RMN de 'H (600 MHz) ¢ (mult.; J em Hz): 6,59 (ddd; J = 1,2; 8,0; 8,0
H-5"), 6,80 (dd, J= 1,2 e 8,0; H-3"), 7,29 (ddd, J = 1,2; 8,0 e 8,0; H-4"), 7,41 (sl, 2'-NH>),
7,44 (m, H-3 — H-5), 7,63 (d, J = 15,6; H-a), 7,86 (dd, J= 1,2 ¢ 7,5; H-2 e H-6), 7,95 (d, J
= 15,6; H-P), 8,09 (dd, J = 1,2 e 8,0; H-6"). RMN de *C (150 MHz) 6 (mult.; J em Hz):
114,9 (C-3"), *117,3 (C-5"), *117,9 (C-w), 123,8 (C-4), 129,1 (C-2 e C-6), 129,3 (C-3 ¢ C-5),
®130,6 (C-1'), °131,9 (C-6"), 134,8 (C-1), °135,5 (C-4"), 142,4 (C-p), 152,2 (C-2"), 191,1

(C-B"). *>*Valores intercambiaveis. (Anexos 1 a 4; p. 73 e 74).
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4.1.2 Substincia LQVM 2

NH, O

LQVM 2

(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(3-nitrofenil)-2-propen-1-ona

Rendimento: 80%. RMN de 'H (600 MHz) 0 (mult.; J em Hz): 6,61 (ddd; J=1,2; 7,8 ¢
7,8; H-5"), 6,82 (dd, J = 1,2 e 7,8; H-3"), 7,31 (ddd, J = 1,2; 7,8 ¢ 7,8; H-4"), 7,48 (sl, 2'-
NH»), 7,73 (d, J = 7,2; H-6), 7,73 (d, J = 15,6; H-a), 8,17 (d, J = 7,2; H-5), 8,19 (d, J =
15,6; H-), 8,25 (dd, J=1,2 ¢ 7,8, H-6"), 8,31 (d, J = 7,2, H-4), 8,74 (s, H-2). RMN de °C
(150 MHz) § (multip.; J em Hz): RMN de "*C (150,4 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 114,9 (C-
5, *117,3 (C-3"), *117,6 (C-4), °123,3 (C-2), °124,7 (C-a), 126,7 (C-1'), 130,8 (C-5), 132,2
(C-6", “135,1 (C-6), °135,3 (C-4"), 137,4 (C-1), 139,9 (C-B), 148,9 (C-2), 152,7 (C-2"),
190,6 (C-P"). *>¢ Valores intercambiaveis

(Anexos 5 a 8;p. 75 ¢ 76).

4.1.3 Substancia LOVM 3

NH, O

LQVM 3

(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(4-bromofenil)-2-propen-1-ona

Rendimento: 80%. RMN de 'H (600 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 6,59 (ddd; J=1,2; 7,9 ¢
7,9; H-5"), 6,79 (dd, J = 1,2 e 7,9; H-3"), 7,29 (ddd, J = 1,2; 7,9 ¢ 7,9; H-4), 7,41 (sl, 2'-
NH,), 7,59 (d, J = 15,6; H-0), 7,64 (d, J = 8,1; H-2 ¢ H-6), 7,82 (d, J = 8,1; H-3 e H-5),
7,99 (d, J = 15,6; H-p), 8,08 (dd, J=1,2 ¢ 7,9, H-6"). RMN de "*C (150 MHz) J (mult.; J
em Hz): 115,0 (C-3"), *117,4 (C-5"), *117.,8 (C-a), "123,8 (C-4), °124,6 (C-1), °131,0 (C-2 ¢
C-6), 131,9 (C-6"), °132,3 (C-3 e C-5), 1134,8 (C-1), 9134,9 (C-4"), 141,0 (C-B), 152,6 (C-
2", 190,8 (C-p"). ***4Valores intercambiaveis (Anexos 9 a 12; p. 77 ¢ 78).
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4.1.4 Substancia LOVM 4

NH, O

LQVM 4

(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(4-cianofenil)-2-propen-1-ona

Rendimento: 46%. RMN de 'H (600 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 6,60 (ddd; J = 1,2; 8,0 e
8,0; H-5"), 6,81 (dd, J = 1,2 e 8,0; H-3"), 7,30 (ddd, J = 1,2; 8,0 e 8,0; H-4"), 7,46 (sl, 2'-
NH,), 7,64 (d, J = 15,6; H-a), 7,90 (d, J = 8,1; H-2 e H-6), 8,05 (d, J = 8§,1; H-3 e H-5),
8,10 (dd, J=1,2 e 8,0 H-6"), 8,11 (d- J = 15,6; H-B). RMN de "C (150 MHz) § (mult.; J
em Hz): 112,3 (C-4), 115,0 (4-CN), *117,39 (C-3"), *117,6 (C-5"), 119,2 (C-a), 127,2 (C-1),
129,7 (C-2 e C-6), °132,0 (C-6"), °133,2 (C-3 e C-5), 135,2 (C-4"), ©140,1 (C-1), °140,2 (C-
B), 152,7 (C-2"), 190,6 (C-B'). “** Valores intercambidveis

(Anexos 13 a 16; p. 79 e 80).

4.1.5 Substancia LQVM 5

NH, O

LQVM 5

(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(4-clorofenil)-2-propen-1-ona

Rendimento: 88%. RMN de 'H (600 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 6,59 (ddd; J =1,2; 7,6 ¢
7,6; H-5"), 6,79 (dd, J = 1,2 e 7,6; H-3"), 7,29 (ddd, J = 1,2; 7,6 e¢ 7,6; H-4"), 7,41 (sl, 2'-
NH»), 7,50 (d, J = 9,0; H-3 e H-5), 7,60 (d, J = 15,6; H-a), 7,89 (d, J = 8,4; H-2 e H-6),
7,97 (d- J = 15,6; H-B), 8,07 (dd, J = 1,2 e 7,6 H-6"). RMN de "*C (150 MHz) § (mult.; J
em Hz): 115,0 (C-3"), “117,4 (C-5"), *117,8 (C-a), 124,5 (C-1"), 129,4 (C-2 ¢ C-6), 130,8
(C-3 e C-5), 131,9 (C-6"), °134,4 (C-4"), °134,9 (C-1), °135,0 (C-4), 140,9 (C-P), 152,6 (C-
2", 190,8 (C-B". “>Valores intercambidveis

(Anexos 17 a 20; p. 81 e 82).
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4.1.6 Substincia LQVM 6

NH, O

LQVM 6
(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(4-fluorfenil)-2-propen-1-ona
Rendimento: 92%. RMN de 'H (600 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 6,59 (ddd; J = 1,2; 8,0 e
8,0; H-5"), 6,79 (dd, J= 1,2 e 8,0; H-3"), 7,27 (m; H-4"), 7,28 (dd, J = 8,4 ¢ 8,4; H-3 e H-5),
7,39 (sl, 2'-NH»), 7,62 (d, J = 15,6; H-a), 7,91 (d, J= 15,6; H-B); 7,94 (dd, J= 5,4 ¢ 8,4, H-
2 e H-6), 8,08 (dd, J = 1,2 e 8,0, H-6"). RMN de "°C (150 MHz) ¢ (mult.; J em Hz): 114,8
(C-3", 116,3 (d, Jcr = 21,1; C-3 ¢ C-5), “117,3 (C-5"), *117,8 (C-a), 123,7 (C-2 e C-6),
°131,4 (C-1), *131,8 (C-1"), °132,1 (C-6"), 134,8 (C-4'), 141,2 (C-P), 152,5 (C-2'), 163,6 (d,
Jer =248,2; C-4), 190,9 (C-B). > Valores intercambiaveis
(Anexos 21 a 24; p. 83 e 84).

4.1.7 Substancia LQVM 7

NH, O
LQVM 7

(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(4-metilfenil)-2-propen-1-ona
Rendimento: 85%. RMN de 'H (600 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 6,60 (ddd, J=1,2; 7,6 ¢
7,6; H-5"), 6,81 (dd, J=1,2 ¢ 7,6; H-3"), 7,26 (d, /= 7,8; H-3 e H-5), 7,28 (ddd, J=1,2; 7,6
e 7,6; H-4"), 7,37 (sl, 2'-NH,), 7,61 (d, J = 15,6; H-a), 7,73 (d, J=7,8; H-2 ¢ H-6), 7,89 (d,
J=15,6; H-p), 8,07 (dd, /= 1,2 e 7,6; H-6"). RMN de Be (150 MHz) 0 (mult.; J em Hz):
21,5 (4-CHj3), 115,0 (C-3"), “117,4 (C-5"), “118,0 (C-a), 122,7 (C-1"), 129,1 (C-3 e C-5),
130,0 (C-2 e C-6), "131,8 (C-6"), °132,7 (C-1), 134,7 (C-4"), 140,6 (C-4), 142,5 (C-P),
152,4 (C-2"), 191,1 (C-B"). “®Valores intercambidveis
(Anexos 25 a 28, p. 85 e 86).
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4.1.8 Substincia LQVM 8

NH, O
LQVM 8

(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(4-metoxifenil)-2-propen-1-ona

Rendimento: 93%. RMN de 'H (600 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 6,59 (ddd, J=1,2; 8,0 ¢
8,0; H-5"), 6,78 (dd, /= 1,2 e 8,0; H-3"), 7,00 (d, J=8,4; H-3 e H-5) 7,27 (ddd, J=1,2; 7,5
e 8,0 H-4"), 7,35 (sl, 2'-NH,), 7,60 (d, J = 15,6; H-a), 7,80 (d, J = 15,6; H-B), 7,81 (d, J =
8,4, H-2 e H-6), 8,06 (d, J = 8,0; H-6"). RMN de "°C (150 MHz) § (mult.; J em Hz): 55,8
(4-OCH3), 114,8 (C-3 e C-5), 115,0 (C-3"), 117,3 (C-5"), 118,1 (Ca), 121,2 (C-1"), 128,1
(C-1), 130,9 (C-2 e C-6), 131,7 (C-6"), 134,6 (C-4"), 142,4 (C-B), 152,4 (C-2"), 161,4 (C-4),
191,0 (C-B".

(Anexos 29 a 32; p. 87 e 88).

4.1.9 Substancia LQVM 9

NH, O
LQVM 9

(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona
Rendimento: 78%. RMN de 'H (600 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 6,61 (dd, J=7,9 ¢ 7,9; H-
5", 6,82 (d, J=17,9; H-3"), 7,31 (dd, J="7,9 ¢ 7,9 H-4"), 7,49 (s, 2'-NH>»), 7,70 (d, J = 15,6;
H-a), 8,12 (d, /= 9,0; H-3 e H-5), 8,14 (d, /= 7,9; H-6"), 8,16 (d, J = 15,6; H-B), 8,27 (d, J
=9,0, H-2 ¢ H-6). RMN de °C (150 MHz) 6§ (mult.; J em Hz): 115,0 (C-3"), *117,4 (C-5"),
*117,6 (C-a), 124,4 (C-3 € C-5), 128,0 (C-1"), 130,1 (C-2 e C-6), 132,1 (C-6"), 135,2 (C-4"),
139,6 (C-1), 142,1 (C-B), 148,2 (C-4), 152,4 (C-2"), 191,0 (C-PB"). * Valores intercambiaveis
(Anexos 33 a 36; p. 89 e 90).
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4.1.10 Substincia LQVM 10

NH, O

LQVM 10
(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(4-(trifluormetil)-fenil)-2-propen-1-ona
Rendimento: 90%. RMN de 'H (600 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 6,60 (ddd, J = 1,2; 8,4 ¢
8,4; H-5"), 6,81 (dd, J = 1,2; 8,4; H-3"), 7,30 (ddd, J = 1,2; 8,4 e 8,4; H-4"), 7,44 (s, 2'-
NH»), 7,67 (d, J = 15,6; H-0), 7,74 (d, J= 8,1; H-3 e H-5), 8,16 (d, J = 15,6; H-B), 8,08 (d,
J=18,1; H-2 e H-6). RMN de "°C (150 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 115,0 (C-3"), *117,4 (C-
5", *117,7 (C-a), 124,6 (d, Jor = 270,7; 4-CF5), 126,1 (C-3 e C-5), 126,6 (C-1"), 129,6 (C-2
e C-6), 130,1 (d, Jor = 31,6; C-4), 132,0 (C-6"), 135,1 (C-4'), °139,6 (C-1), °140,4 (C-P),
152,7 (C-2'), 190,7 (C-B"). ** Valores intercambiaveis
(Anexos 37 a 40; p. 91 € 92).

4.1.11 Substancia LQVM 11

LQVM 11
(2E)-1-(3'-aminofenil)-3-fenil-2-propen-1-ona
Rendimento: 55 %. RMN de 'H (600 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 5,35 (s, 3'-NH,), 6,85 (ddd,
J=10,6; 1,8 ¢ 8,0; H-4"), 7,21 (dd, /= 7,8 ¢ 7,8; H-5"), 7,26 (dd, J = 1,8 ¢ 1,8; H-2"), 7,33
(d, J=17,8; H-3), 7,46 (m, H-3 —H-5), 7,69 (d, J=15,6; H-a), 7,77 (d, J = 15,6; H-B), 7,84
(m, H-2 ¢ H-6). RMN de "°C (150 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 113,5 (C-2"), 116,9 (C-6),
119,2 (C-a), 122,8 (C-4%), *129,2 (C-3 e C-5), “129,3 (C-2 e C-6), 129,7 (C-4), 131,6 (C-
5", 135,2 (C-1), 138,8 (C-17), 143,8 (C-B), 149,5 (C-3"). * Valores intercambiaveis
(Anexos 41 a 44; p. 93 e 94).
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4.1.12 Substancia LOQVM 12

LQVM 12

(2E)-1-(3'-aminofenil)-3-(4-clorofenil)-2-propen-1-ona

Rendimento: 52%. RMN de 'H (600 MHz) J (mult.; J em Hz): 5,35 (s, 3'-NH>), 6,85 (ddd,
J=12;1,5¢e7.8; H4"), 7,21 (dd, J="7,8 ¢ 7,8; H-5"), 7,26 (dd, J= 1,8 e 1,8; H-2"), 7,35
(ddd, J=1,2; 1,8 ¢ 7,8; H-6), 7,52 (d, J = 8,4; H-2 e H-6), 7,66 (d, J = 15,6; H-a), 7,79 (d,
J=15,6; H-p), 7,88 (d, H-3 e H-5). RMN de "*C (150 MHz) § (mult.; J em Hz): 113,4 (C-
2", 116,9 (C-6), 119,3 (C-m), 123,6 (C-4"), *129,4 (C-2 e C-6), 129,7 (C-5), *130,9 (C-3 ¢
C-5), 134,1 (C-1), 1354 (C-4), 138,7 (C-1°), 142,3 (C-B), 149,6 (C-3"). * Valores
intercambidveis

(Anexos 45 a 48; p. 95 e 96).

4.1.13 Substiancia LOQVM 13

LQVM 13
(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-fenil-2-propen-1-ona
Rendimento: 60%. RMN de 'H (600 MHz) § (mult.; J em Hz): 6,181 (s, 4-NH,), 6,62 (d, J
= 8,4; H-3' e H-5"), 7,44 (m; H-3 — H-5), 7,61 (d, J=15,6; H-a), 7,84 (dd, /= 1,8 ¢ 8,4; H-
2 e H-6), 7,87 (d, J = 15,6; H-B), 7,93 (d, J = 8,4; H-2' ¢ H-6"). RMN de "*C (150 MHz) &
(mult.; J em Hz): 113,2 (C-3"e C-5"), 122,8 (C-a), 125,7 (C-4), *129,0 (C-2 e C-6), *129,3
(C-3eC-5),130,5 (C-1"), 131,6 (C-2'e C-6"), 135,6 (C-1), 141,9 (C-B), 154,4 (C-4"), 186,3

(C-p". “>Valores intercambiaveis

(Anexos 49 a 52; p. 97 e 98).
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4.1.14 Substancia LOVM 14

LQVM 14

(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(3-nitrofenil)-2-propen-1-ona

Rendimento: 91%. RMN de 'H (600 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 6,23 (s, 4-NH>), 6,64 (d, J
=8,7; H-3' e H-5"), 7,72 (d, J = 15,6; H-a), 7,73 (dd, J = 8,3 e 8,3; H-5), 7,98 (d, J = 8,7;
H-2'e H-6"), 8,09 (d, J = 15,6; H-P), 8,23 (d, J = 8,3; H-6), 8,29 (d, J = 8,3; H-4), 8,72 (s,
H-2). RMN de "°C (150 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 113,2 (C-3' e C-5"), *123,1 (C-4),
“2124,6 (C-2), °125,5 (C-a), °125,7 (C-1), 130,8 (C-5), 131,9 (C-2' e C-6'), 135,3 (C-6),
137,6 (C-1), 1394 (C-B), 148,9 (C-3), 154,6 (C-4'), 186,0 (C-B). *° Valores
intercambidveis

(Anexos 53 a 56; p. 99 e 100).

4.1.15 Substancia LQVM 15

LQVM 15
(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(4-bromofenil)-2-propen-1-ona
Rendimento: 75%. RMN de 'H (600 MHz) d (mult.; J em Hz): 6,20 (s, 4-NH,), 6,62 (d, J
=9,0; H-3' e H-5"), 7,58 (d, J = 15,6; H-0), 7,64 (d, J = 8,4; H-2 e H-6), 7,81 (d, J = 8.4; H-
3 ¢ H-5), 7,91 (d, J = 15,6; H-p), 7,93 (d, J=9,0; H-2' ¢ H-6'). RMN de "*C (150 MHz) ¢
(mult.; J em Hz): 113,2 (C-3'e C-5"), 123,7 (C-a), 123,7 (C-4), 125,6 (C-1"), *130,9 (C-2 ¢
C-6), “131,7 (C-3 e C-5), “132,3 (C-2' ¢ C-6"), 134,9 (C-1), 140,5 (C-B), 154,5 (C-4"), 186,2

(C-B"). * Valores intercambiaveis

(Anexos 57 a 60; p. 101 e 102).

47



4.1.16 Substincia LQVM 16

LQVM 16

(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(4-cianofenil)-2-propen-1-ona

Rendimento: 95%. RMN de 'H (600 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 6,23 (s, 4'-NH>), 6,63 (d, J
= 8,4; H-3'e H-5"), 7,64 (d, J = 15,6; H-a), 7,90 (d, J = 8,4; H-3 e H-5), 7,95 (d, /= 8,4; H-
2 e H-6), 8,02 (d, J = 15,6; H-B), 8,04 (d, J = 8,4; H-2' e H-6"). RMN de "°C (150 MHz) &
(mult.; J em Hz): 112,2 (C-4), 113,2 (C-3' ¢ C-5"), 119,2 (4-CN), “125.,4 (C-a), “126,3 (C-
1", 129,6 (C-2 e C-6), °131,9 (C-3 e C-5), "133,1 (C-2' - C-6"), °139,7 (C-1), °140,3 (C-P),
154,7 (C-4"), 186,0 (C-p"). **¢ Valores intercambiéveis

(Anexos 61 a 64; p. 103 ¢ 104).

4.1.17 Substancia LQVM 17

LQVM 17
(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(4-clorofenil)-2-propen-1-ona
Rendimento: 79%. RMN de 'H (600 MHz) J (mult.; J em Hz): 6,20 (s, 4-NH,), 6,62 (d, J
= 8,4; H-3' e H-5"), 7,50 (d, J = 8,4; H-3 e H-5), 7,60 (d, J = 15,6; H-a), 7,88 (d, J = 8,4;
H-2 e H-6), 7,90 (d, J = 15,6; H-P), 7,93 (d, J = 8,4; H-2' ¢ H-6"). RMN de "*C (150 MHz)
0 (mult.; J em Hz): 113,2 (C-3' e C-5"), 123,6 (C-a), 125,6 (C-1"), 129,3 (C-2 e C-6),
+2130,7 (C-3 e C-5), *131,7 (C-2' e C-6"), °134,6 (C-1), 134,9 (C-4), 140,4 (C-B), 154,5
(C-4"), 186,2 (C-p'). ***Valores intercambidveis
(Anexos 65 a 68; p. 105 e 106).
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4.1.18 Substincia LQVM 18

LQVM 18
(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(4-fluorfenil)-2-propen-1-ona
Rendimento: 92%. RMN de 'H (600 MHz) 6 (multip.; J em Hz): 6,18 (s, 4'-NH,), 6,62 (d,
J=28,4; H-3"e H-5"), 7,28 (dd, /= 8,4 ¢ 8,4; H-3 e H-5), 7,61 (d, J=15,6; H-0), 7,84 (d, J
=15,6; H-p), 7,91 (d, J = 8,4; H-2 ¢ H-6), 7,93 (d, J = 8,4; H-2' e H-6"). RMN de "°C (150
MHz) 6 (multip.; J em Hz): 113,2 (C-3'e C-5"), 116,3 (d, Jcfr = 22,6; C-3 e C-5), 122,7
(C-a), 125,6 (C-1"), 131,2 (d, Jcr = 3,6; C-2 e C-6), 131,6 (C-2"e C-6"), 132,3 (d, J = 1,5;
C-1), 140,7 (C-p), 154,4 (C-4"), 163,5 (d, Jcr = 248,2; C-4), 186,2 (C-B".
(Anexos 69 a 72; p. 107 e 108).

4.1.19 Substancia LOQOVM 19

LQVM 19
(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(4-metilfenil)-2-propen-1-ona

Rendimento: 73%. RMN de 'H (600 MHz) § (mult.; J em Hz): 2,35 (s, 4-CHz) 6,16 (s, 4'-
NH,), 6,62 (d, J = 8,4; H-3' e H-5"), 7,26 (d, J = 7,8; H-3 ¢ H-5), 7,59 (d, J = 15,6; H-a),
7,73 (d, J=17,8; H-2 e H-6), 7,81 (d, J = 15,6; H-p), 7,92 (d, J = 8,4; H-2' ¢ H-6"). RMN de
C (150 MHz) § (mult.; J em Hz): 21,5 (4-CH3) 113,2 (C-3' e C-5"), 121,7 (C-a), 125.8
(C-1", *129,0 (C-3 e C-5), *130,0 (C-2 e C-6), *131,6 (C-2' ¢ C-6"), 132,8 (C-1), "140,4 (C-
4), °142,0 (C-B), 154,3 (C-4"), 186,4 (C-B'). “° Valores intercambiaveis

(Anexos 73 a 76; p. 109 e 110).
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4.1.20 Substincia LQVM 20

HoN

LQVM 20

(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(4-metoxifenil)-2-propen-1-ona

Rendimento: 66% ¢ 57%. RMN de 'H (600 MHz) ¢ (mult.; J em Hz): 3,81 (s, 4-OCHjs),
6,13 (s, 4-NH>»), 6,62 (d, J = 8,7; H-3" e H-5"), 7,00 (d, J = 8,7; H-3 e H-5), 7,58 (d, J =
15,6; H-a), 7,73 (d, J = 15,6; H-B), 7,79 (d, J=8,7; H-2 e H-6), 7,91 (d, J=8,7; H-2' e H-
6'). RMN de "°C (150,4 MHz) ¢ (mult.; J em Hz): 55,8 (4-OCHj3), *“113,2 (C-3 ¢ C-5),
114,8 (C-3' e C-5"), 120,3 (C-a), 125,9 (C-1), 128,2 (C-1", °130,8 (C-2 e C-6), "131,5 (C-
2'e C-6'), 141,9 (C-B), 154,3 (C-4"), 161,3 (C-4), 186,4 (C-B'). ** Valores intercambiaveis
(Anexos 77 a 80, p. 111 e 112).

4.1.21 Substancia LQVM 21

LQVM 21
(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona
Rendimento: 77%. RMN de 'H (600 MHz) J (mult.; J em Hz): 6,25 (s, 4-NH,), 6,64 (d, J
=8,7; H-3'e H-5"), 7,69 (d, J = 15,6; H-a), 7,96 (d, J = 8,7; H-2' e H-6"), 8,07 (d, J = 15,6;
H-B), 8,12 (d, J=8,7; H-2 e H-6), 8,26 (d, J = 8,7; H-3 ¢ H-5). RMN de Be (150 MHz) 0
(mult.; J em Hz): 113,2 (C-3' e C-5"), 124,4 (C-3 ¢ C-5), 125,4 (C-1), 127,1 (C-1"), *130,0
(C-2eC-6),7131,9 (C-2'e C-6"), 139,1 (C-a), 142,3 (C-B), 148,2 (C-4), 154,7 (C-4"), 185,9

(C-B"). * Valores intercambiaveis

(Anexos 81 a 84; p. 113 e 114).
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4.1.22 Substancia LQVM 22

LQVM 22

(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(4-trifluormetil- 1 -fenil)-2-propen-1-ona

Rendimento: 96%. RMN de 'H (600 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 6,24 (s, 4-NH>), 6,63 (d, J
= 8,4; H-3'e H-5"), 7,66 (d, J = 15,6; H-a), 7,79 (d, J = 8,1; H-2 e H-6), 7,95 (d, J = 8,1; H-
3 ¢ H-5), 8,01 (d, J = 15,6; H-p), 8,06 (d, J = 8,4; H-2' ¢ H-6'). RMN de "*C (150 MHz) ¢
(mult.; Jem Hz): 113,2 (C-3"e C-5"), 124,6 (d, Jcr = 266,2; 4-CF3), 125,6 (C-a), 126,1 (C-
3 e C-5), 127,9 (C-1"), 129,5 (C-2 e C-6), 129,9 (d, Jcr = 31,6; C-4), 131,8 (C-2' e C-6"),
139,7 (C-1), 140,0 (C-B), 154,6 (C-4"), 186,1 (C-p").

(Anexos 85 a 88; p. 115¢ 116).

4.1.23 Substiancia LQVM 23

NH, O
LQVM 23

(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(furan-2-il)-2-propen-1-ona
Rendimento: 90%. RMN de 'H (400 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 6,59 (ddd, J=1,2; 7,8 ¢
7,8; H-5"), 6,67 (dd, J=1,6 e 3,6; H-4), 6,80 (dd, /= 1,2 ¢ 7.8; H-3"), 7,04 (d, J = 3,6; H-
3), 7,28 (ddd, J=1,2; 7,8 ¢ 7,8; H-4"), 7,36 (sl, 2'-NH,), 7,47 (d- J = 15,6; H-a), 7,59 (d, J
= 15,6; H-p), 7,88 (dd, J=1,2 ¢ 8,4; H-5), 7,90 (dd, J= 1,2 ¢ 7,8; H-6"). RMN de "*C (120
MHz) § (mult.; J em Hz): 113,4 (C-3), 115,1 (C-4), *116,2 (C-3"), *117,4 (C-5"), *117,8 (C-
a), 120,6 (C-1"), 129,2 (C-6"), 131,3 (C-B), 134,7 (C-4"), 146,1 (C-5), 151,9 (C-2"), 152,4
(C-2), 190,2 (C-B"). * Valores intercambiaveis
(Anexos 89 a92; p. 117 e 118).
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4.1.24 Substancia LQVM 24

NH, O

LQVM 24
(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(tiofen-2-il)-2-propen-1-ona
Rendimentos: 78%. RMN de 'H (600 MHz) 0 (mult.; J em Hz): 6,59 (ddd, J=1,2; 7.4 ¢
7,4; H-5"), 6,79 (dd, J=1,2 e 7,4; H-3"), 7,17 (dd, J = 3,6 ¢ 4,8; H-4), 7,28 (ddd, J = 1,2;
7,4 e 7,4; H-4"), 7,36 (s, 2'-NH>), 7,59 (d- J = 15,6; H-a), 7,63 (d, J = 3,0; H-5), 7,73 (d, J
= 4,8; H-3), 7,80 (d, J = 15,6; H-B), 7,95 (dd, J= 1,2 e 7,4; H-6'). RMN de °C (150 MHz)
§ (mult.; J em Hz): 115,1 (C-3"), *117,4 (C-5'), *117,8 (C-3), 122,1 (C-a), 129,1 (C-4),
2€130,1 (C-1", *1131,5 (C-5), “132,4 (C-6"), °134,8 (C-p), ©135,2 (C-4'), 140,5 (C-1), 152,4
(C-2", 190,3 (C-p"). ***%¢Valores intercambiveis
(Anexos 93 a 96; p. 119 e 120).

4.1.25 Substancia LQVM 25

NH, O

LQVM 25
(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(1-naftil)-2-propen-1-ona
Rendimentos: 93%. RMN de 'H (400 MHz) 0 (mult.; J em Hz): 6,62 (ddd, /=1,2; 79 ¢
7,9; H-5"), 6,84 (dd, J = 1,2 ¢ 7,9; H-2"), 7,31 (ddd, J = 1,2; 7.9 e 7.9; H-4"), 7.46 (s, 4"-
NH»), 7,62 (m, H-3, H-6 ¢ H-7), 8,01 (d, J = 15,2; H-a), 8,03 (dd, /= 1,2 ¢ 9,0; H-5 ¢ H-
8), 8,11 (dd, J=1,2 ¢ 7,9; H-6"), 8,19 (d, J=7.8; H-4), 8,27 (d- J = 8,4; H-2), 8,47 (d, J =
15,0; H-B). RMN de "°C (120 MHz) ¢ (mult.; J em Hz): 115,1 (C-3"), *117,4 (C-5"), *117,8
(C-a), 123,5 (C-2), 125,9 (C-8), °126,2 (C-3), °126,4 (C-6), °126,7 (C-7), *127,6 (C-4),
129,2 (C-5), €130,8 (C-1'), ©131,6 (C-6"), °131,9 (C-10), €132.2 (C-9), “133,8 (C-4), “134,9
(C-1), 138,4 (C-B), 152,6 (C-2'), 186,3 (C-B"). " Valores intercambiaveis
(Anexos 97 a 101, p. 121 - 123).
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4.1.26 Substincia LQVM 26

NH, O

LQVM 26
(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(4-metil-1-naftil-)-2-propen-1-ona
Rendimentos: 93%. RMN de 'H (400 MHz) ¢ (mult.; J em Hz): 2,70 (s, 4-CH3), 6,61 (ddd,
J=1,2;7,9e7,9; H-5, 6,83 (dd, J= 1,2 e 7,9; H-3"), 7,30 (ddd, J = 1,6; 7,9 e 7,9; H-4",
7,45 (s, 2'-NH,), 7,47 (d, J = 7,8; H-3), 7,65 (m, H-6 e H-7), 7,98 (d, J = 15,0; H-0)), 8,10
(d, J=17,2, H-5 e H-8), 8,11 (d, J = 7,8; H-2), 8,28 (dd, J =1,2 ¢ 7,9; H-6"), 8,47 (d, J =
15,0; H-B). RMN de °C (120 MHz) § (mult.; J em Hz): 19,9 (4-CH3), 115,1 (C-3"), *117.,4
(C-5"), *117.,9 (C-a), 123.9 (C-3), °125,40 (C-2), "125,42 (C-8), °125,6 (C-5), "€126,7 (C-
6), °127,1(C-7), 127,3 (C-1", 130,4 (C-6'), “131,7 (C-10), “131,9 (C-9), “132.8 (C-1),
134,8 (C-4), °137,5 (C-4"), °138,6 (C-P), 186,3 (C-p'). “>**Valores intercambiaveis
(Anexos 102 a 105, p. 123 - 125).

4.1.27 Substancia LQVM 27

NH, O

LQVM 27
(2E)-1-(2'-aminofenil)-3-(2-naftil)-2-propen-1-ona
Rendimentos: 82%. RMN de 'H (400 MHz) 0 (mult.; J em Hz): 6,63 (ddd, /=1,2; 7.8 ¢
7,8; H-5"), 6,828 (dd, J= 1,2 ¢ 7,8; H-3"), 7,31 (ddd, J = 1,2; 7,8 ¢ 7,8; H-4"), 7,44 (s, 4'-
NH»), 7,56 (dd, J = 3,5 e 3,5; H-7), 7,57 (dd, J = 3,5 e 3,5; H-6), 7,81 (d, J = 15,6; H-a),
7,96 (m, H-5 e H-8), 7,98 (d, J = 8,8; H-4), 8,10 (d, J = 15,6; H-P), 8,11 (dd, J=1,6 e 7,6;
H-3), 8,15 (dd, /= 1,2 ¢ 7,8; H-6"), 8,30 (s, H-1). RMN de Be (120 MHz) ¢ (mult.; J em
Hz): 115,0 (C-3"), *117,4 (C-5"), *118,0 (C-a), "124,1 (C-3), °125,0 (C-1), °127,2 (C-7),
°127,7 (C-6), €128.2 (C-5), 128,9 (C-4), 128,9 (C-5), “130,5 (C-1"), *°131,9 (C-6"), °133,2
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(C-9), °133,5 (C-2), °134,2 (C-10), °134,8 (C-4), 142,4 (C-B), 152,6 (C-2'), 190,9 (C-B).
abedeyalores intercambiaveis. (Anexos 106 a 109; p. 125 - 127).

4.1.28 Substincia LQVM 28

LQVM 28

(2E)-1-(3'-aminofenil)-3-(tiofen-2-il)-2-propen-1-ona

Rendimento: 53 %. RMN de 'H (600 MHz)  (mult.; J em Hz): 5,36 (s, 3'-NH,), 6,84 (ddd,
J=18; 1,8 e 7,5; H-4"), 7,21 (m; H-2', H-5’, H-6" ¢ H-3), 7,33 (dd, /= 1,9 ¢ 1,9; H-2"),
7,37 (d, J=17,2; H-3), 7,42 (d, J = 15,6; H-a), 7,65 (d, J = 3,6, H-4); 7,75 (d, J = 5,4; H-5),
7,86 (d, J = 15,6; H-B). RMN de "*C (150 MHz) ¢ (mult.; J em Hz): 113,3 (C-2"), *116,5
(C-6"), 119,0 (C-4), 121,0 (C-3), *129,2 (C-4), **129,7 (C-5"), * 130,6 (C-0), 133,2 (C-5),
136,7 (C-p), 138,8 (C-2), 1402 (C-1°), 149,6 (C-3"), 189,6 (C-p). ** Valores
intercambidveis

(Anexos 110 a 113; p. 127 a 129).

4.1.29 Substancia LQVM 29

LQVM 29
(2E)-1-(3'-aminofenil)-3-(4-metil-1-naftil)-2-propen-1-ona
Rendimento: 91%. RMN de 'H (400 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 2,70 (s, 4-CH3), 5,41 (s, 3'-
NH,»), 6,87 (dd, J= 1,9 e 8,0; H-4"), 7,23 (dd, J = 8,0 ¢ 8,0; H-5"), 7,33 (dd, /=19 ¢ 1,9;
H-2"), 7,37 (d, J=7,2; H-3), 7,47 (d, J=7,8; H-2), 7,65 (m, H-6 e H-7), 7,82 (d, J = 15,6;
H-a), 8,09 (m, H-5 e H-8), 8,28 (dd, J=1,9 e 8,0; H-6"), 8,51 (d, J = 15,6; H-P).
(Anexos 114 e 115; p. 129 e 130).
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4.1.30 Substincia LQVM 30

LQVM 30
(2E)-1-(4"-aminofenil)-3-(furan-2-il)-2-propen- 1 -ona
Rendimentos: 87%. RMN de 'H (600 MHz) J (mult.; J em Hz): 6,19 (sI-NH,), 6,61 (d, J =
8,4; H-3' e H-5"), 6,66 (dd, J= 1,2 e 3,0; H-4), 7,01 (d, J = 3,0; H-3), 7,44 (d- J = 15,6; H-
), 7,51 (d, J = 15,6; H-p), 7,84 (d, J = 8,4; H-2' e H-6"), 7,86 (s, H-5). RMN de "°C (150
MHz) § (mult.; J em Hz): 113,3 (C-2"), 116,5 (C-6"), 119,0 (C-4"), 121,0 (C-3), *129,2 (C-
4), *129,7 (C-5", 130,6 (C-a), 133,2 (C-5), 136,7 (C-B), 138,7 (C-2), 140,2 (C-1"), 149,6
(C-3), 189,6 (C-p"). * Valores intercambiaveis
(Anexos 116 a 119; p. 130 - 132).

4.1.31 Substancia LQVM 31

LQVM 31

(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(tiofen-2-il)-2-propen-1-ona

Rendimentos: 80%. RMN de 'H (600 MHz) § (mult.; J em Hz): 6,18 (sI-NH>), 6,61 (d, J =
8,4; H-3"e H-5"), 7,17 (dd, J = 3,6 e 4,8; H-4), 7,50 (d- J = 15,6; H-a), 7,01 (d, J = 3,0; H-
3), 7,51 (d, J=15,6; H-B), 7,60 (d, J = 3,0 H-5), 7,85 (d, J = 8,4; H-2' e H-6"). RMN de "*C
(150 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 113,2 (C-3'e C-5"), 121,2 (C-3), 125,5 (C-a), *129,0 (C-1"),
"129,8 (C-4), 131,4 (C-2' e C-6"), 132,2 (C-5), 134,7 (C-B), 140,6 (C-2), 154,4 (C-4") ,
185,7 (C-B'). * Valores intercambiaveis

(Anexos 120 a 123; p. 132 - 134).
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4.1.32 Substancia LQVM 32

LQVM 32
(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(1-naftil)-2-propen-1-ona
Rendimentos: 91%. RMN de 'H (600 MHz) ¢ (mult.; J em Hz): 6,22 (s, 4-NH,), 6,65 (d, J
=38,7; H-3' e H-5'), 7,60 (m, H-6 ¢ H-7), 7,65 (dd, J=7,6 ¢ 7,6; H-3), 7,94 (d, J = 15,0; H-
a), 7,98 (d, J=8,7; H-2' e H-6"), 8,02 (dd, J= 14,7 ¢ 8,1, H-5 e H-8), 8,19 (d, J=7,2; H-
4), 8,26 (d, J = 8,4; H-2), 8,46 (d, J = 15,0; H-B). RMN de "°C (150 MHz) § (mult.; J em
Hz): 113,3 (C-3'e C-5"), 123,5 (C-a), *125,4 (C-2), *125,6 (C-8), *125,7 (C-3), *"126,2 (C-
6), *°126,7 (C-7), °127,6 (C-1"), 129,2 (C-4), °130,7 (C-5), °131,6 (C-10), 131,7 (C-2' e C-
6'), 132,3 (C-9), 133,8 (C-1), 137,9 (C-B), 154,5 (C-4"), 186,3 (C-p). **¢ Valores
intercambidveis

(Anexos 124 a 128; p. 134 - 136).

4.1.33 Substiancia LQVM 33

LQVM 33
(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(1-naftil-4-metil)-2-propen-1-ona
Rendimentos: 91%. RMN de 'H (600 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 2,71 (s, 4-CH3), 6,20 (s, 4'-
NH,), 6,65 (d, J=9,0; H-3' e H-5"), 7,47 (d, J = 7,8; H-3), 7,65 (m, H-6 ¢ H-7), 7,90 (d, J =
15,0; H-a), 7,97 (d, J=9,0; H-2' e H-6"), 8,10 (d, /= 7,2, H-5 e H-8), 8,28 (d, J=7.,8; H-
2), 8,45 (d, J = 15,0; H-B). RMN de e (150 MHz) 6 (mult.; J em Hz): 19,9 (4-CH,),
113,3 (C-3' e C-5"), *123,9 (C-a), *124,4 (C-3), 125,4 (C-6 ¢ C-7), °125,7 (C-2), *126,7 (C-
8), "127,1 (C-5), °127,3 (C-10), 130,5 (C-9), 131,7 (C-2' e C-6'), 132,8 (C-1) 1373 (C-4),
138,1 (C-B), 154,4 (C-4"), 186,3 (C-B"). “®Valores intercambidveis
(Anexos 129 a 132; p. 137 e 138).
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4.1.34 Substancia LOQVM 34

HoN

LQVM 34
(2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(2-naftil)-2-propen-1-ona
Rendimentos: 77%. RMN de 'H (600 MHz) ¢ (mult.; J em Hz): 6,20 (s, 4'-NH,), 6,64 (d, J
=9,0; H-3' e H-5"), 7,60 (ddd, J = 3,6; 3,6 ¢ 9,6; H-6 ¢ H-7), 7,78 (d, J = 15,0; H-a), 7,96
(m, H-4, H-5 e H-8), 7,97 (d, J=9,0; H-2' e H-6"), 8,01 (d, J = 15,6; H-B), 8,09 (dd, J=1,2
e 8,4; H-3), 8,28 (s, H-1). RMN de "°C (150 MHz) § (mult.; J em Hz): 113,2 (C-3' e C-5"),
123,1 (C-a), *124,9 (C-3), *125.,8 (C-1), °127,2 (C-7), °127,6 (C-6), °128,2 (C-5), 128,9 (C-
1'e C-8), 130,4 (C-4), 131,7 (C-2"'e C-6"), °133,3 (C-10), “133,5 (C-2), “134,1 (C-9), 141,9
(C-B), 154,4 (C-4), 186,3 (C-P"). *>* Valores intercambiaveis
(Anexos 133 a 136; p. 139 e 140).

4.2 Avaliacdo da Atividade Anti-HCV
a) Viabilidade Celular de Hepato6citos Huh 7.5

Para a analise de viabilidade dos hepatocitos Huh 7.5, as substancias foram
ensaiadas em concentragdes de 50, 10 e 2,0 umol L

O resultado dos testes de viabilidade dos hepatécitos Huh 7.5 demonstrou que as
substancias a 50 pumol L™ apresentaram efeito citotoxico, exibindo valores de viabilidade
celular inferiores a 35%. Quando os testes foram realizados com as substancias na
concentragcdo de 10 pmol L, a viabilidade celular das substancias LQVM 8, LQVM 23,
LQVM 30, LQVM 31 ¢ LQVM 33 foram superiores a 80%, sendo assim esta
concentragdo foi selecionada para os ensaios de replicagdo do HCV.

Na concentragdo de 2 pmol L™, os resultados foram apresentados na Figura 15, p.

58.
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Figura 15. Viabilidade celular em hepatédcitos Huh 7.5, CsA corresponde a ciclosporina A
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Substancias

Na Figura 15, 29 substincias apresentaram viabilidade celular superior a 80%,
quando testadas a 2 pmol L™. Considerando esta viabilidade celular, a concentra¢io de 2
pmol L™ foi determinada para a realizacao dos ensaios de inibi¢do da replicacdo do HCV.

Devido a alta citotoxicidade apresentada pelas substancias LQVM 2, LQVM 9,
LQVM 12, LQVM 14, LQVM 25 ¢ LQVM 29, em 2 pumol L7, o teste para avaliacao de
inibicao de replicagdo do HCV por estas substancias ndo foi realizado.

Aminochalconas que possuem substituintes nitro em sua estrutura, LQVM 2,
LQVM 9, LQVM 14, LQVM 21 demonstraram uma citotoxicidade elevada, uma vez que
a viabilidade celular dessas substancias foi menor ou proxima a 80%. Corroborando o fato

de nitrocompostos serem caracterizados por sua alta toxicidade (PAULA; 2009)

b) Inibi¢ao da Replicacio do HCV - Ensaio de Luciferase

Dentre as substincias testadas na concentragio de 10 umol L™, as substancias
LQVM 23 ¢ LQVM 30 ndo demonstraram inibi¢ao significativa, pois o virus replicou-se
em taxa de aproximadamente 100%. A Figura 16, p. 59 demonstrou as taxas de replicagdo

na presenca das substancias LQVM 8, LQVM 31 e LQVM 33.
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Figura 16. Atividade anti-HCV na presenga das substincias LQVM 8, LQVM 31,
LQVM 33 a 10 pmol L™
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Na concentragdo de 2 pmol L, as substancias LQVM 7, LQVM 8, LQVM 27 ¢
LQVM 31 conferiram porcentagens de replicagdo superiores a 100%, para as demais

substancias os resultados foram demonstrados na Figura 17, p. 59.

Figura 17. Atividade anti-HCV das substincias a 2 pmol L”, CsA corresponde a
ciclosporina A
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Substancias 2

A substancia LQVM 22 apresentou potente inibicdo da replicacdo do HCV na
concentracio de 2 umol L™ conferindo uma porcentagem de replicacdo de 41%; esse
reaultado ¢ compardvel aos resultados obtidos por LOU (2013), onde a chalcona natural,
xantumol (Figura 7, p.24) confere replicagdo de 20% do virus na concentracdo de 3,53
pumol L. Destaca-se também, a 2 pmol L', a aminochalcona LQVM 11 conferindo
replicagdo de 32 %; as demais substancias demonstraram inibi¢ao inferior a 30 %, logo ndo

se demonstraram potentes inibidores da replicagdo de HCV.

59



As substancias LQVM 8 ¢ LQVM 33 demonstram uma inibi¢do consideravel na

replicagdo do HCV, demonstrando taxas de replicagdo de 41 e 35% respectivamente,

/ ~ . -1
porém apenas em uma concentracao mais elevada, de 10 umol L™

4.3 Avaliacao da Atividade Antifungica contra Paracoccidiodes brasiliensis

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) capaz de promover 90% de inibicdo do

crescimento do fungo foi determinada para as substancias LQVM 2 - LQVM 10, LQVM

12 - LQVM 33, os valores de CIMy, das aminochalconas estdo sumarizados na Tabela 1,

p. 60.

Tabela 1. Atividade contra P. brasiliensis de aminochalconas

R4
z J
BOVUAA

Rl
R O

Substincia R R R’ R’ R? CIMy (ng mL™")
LQVM 2 NH; H H NO, H 31,3
LQVM 3 NH; H H H Br 3,90
LQVM 4 NH; H H H CN 0,97
LQVM S5 NH; H H H Cl 1,90
LQVM 6 NH; H H H F 0,97
LQVM 7 NH; H H H CH; 7,80
LQVM 8 NH; H H H OCHj3; 15,6
LQVM 9 NH; H H H NO, 1,95
LQVM 10 NH; H H H CF; 1,95
LQVM 12 H NH, H H Cl 0,97
LQVM 13 H H NH, H H 7,80
LQVM 14 H H NH, NO, H 31,3
LQVM 15 H H NH, H Br 31,3
LQVM 16 H H NH, H CN 0,49
LQVM 17 H H NH, H Cl 0,49
LQVM 18 H H NH, H F 3,90
LQVM 19 H H NH, H CH; 7,80
LQVM 20 H H NH, H OCHj3; 15,6
LQVM 21 H H NH, H NO, 62,5
LQVM 22 H H NH, H CF; >125
anfotericina B 0,12
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Os valores de CIMyy para os andlogos arilicos de aminochalconas foram

sumarizados na Tabela 2, p 61.

Tabela 2. Atividade contra P. brasiliensis dos analogos arilicos de aminochalconas

R o
Substancia R R 2 Ar CIMy (ng mL™)
LQVM23 NH, [ 7,80
(@]
LQVM 24  NH, H H |I I| 15,6
S
LQVM 25  NH, H H >125
CHs
LQVM 26 NH, H H >125
LQVM27  NH, H H 15.6
LQVM 28 H NH, H I . ) 7,80
CHs
LQVM29 H NH, H 1,95
LQVM 30 H H NH, Il . ) 62,5
LQVM 31 H H NH, I 1] 62,5
S
LQVM 32 H H NH, 31,3
CHa
LQVM 33 H H NH, >125
anfotericina B 0,12
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As chalconas mais potentes para inibi¢do do crescimento de Paracocidioides
brasiliensis foram LQVM 16 ¢ LQVM 17, 4'-aminochalconas, com grupos retiradores de
elétrons no anel B, incluindo nitrila e cloro respectivamente. Observou-se uma tendéncia

de analogos arilicos serem menos ativos do que as aminochalconas.

4.4 Avaliacao da Capacidade Antioxidante
A capacidade antioxidante das substancias foi avaliada pelo sequestro do radical
DPPH. A Figura 18, p. 62, demonstrou a porcentagem de sequestro de DPPH, para as

aminochalconas e seus analogos arilicos.

Figura 18. Sequestro do radical DPPH
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Substancias

As substancias nao apresentam capacidade antioxidante, uma vez que a maior taxa
de sequestro do radical DPPH foi inferior a 30 % quando testadas a 1 mmol L. Neste

. . ~ . . . -1
ensaio, a quercetina, uma substancia antioxidante, apresentou um CEsg de 5,37 umol L™.

4.5 Avaliacio da Inibic¢do in vitro da Atividade Clorinante de MPO

Dando continuidade aos estudos de ZERAIK e colaboradores (2012) objetivando a
descoberta de chalconas inibidoras de MPO, a inibigdo da atividade clorinante in vitro da
MPO foi determinada por meio de plotagem de graficos que correlacionaram a
porcentagem de inibicdo de MPO (eixo y) em funcdo da concentracdo da substancia (eixo

. - -1 ~
x). Foram utilizadas quatro concentra¢cdes em pmol L™, sendo os valores de concentragao
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capaz de inibir em 50% a atividade catalitica da MPO (Clsy) determinadas pelas equacdes
de tendéncia desses graficos, todas apresentaram coeficiente de correlagdo linear de
aproximadamente 0,90.

A avaliacdo do sequestro do radical taurina-cloramina (TnCl), foi realizada como
controle, na concentragio de 25 umol L™, Todas as susbstancias apresentaram capacidade
de sequestro inferior a 10%. Esses dados obtidos somados aqueles de sequestro de DPPH
indicam baixa reatividade das substancias frente a espécies radicalares.

Os valores de Clsy determinados para as aminochalconas foram sumarizados na

Tabela 3, p. 63.

Tabela 3. Atividade inibitéria de MPO in vitro das aminochalconas

o

Rl
R (@]

Substéncia R R R’ R’ Cls (nmol L)
LQVM 1 NH, H H H 1,05 + 0,08
LQVM 11 H NH, H H 0,97+ 0,11
LQVM 13 H H NH, H 0,56 + 0,05
LQVM 16 H H NH, CN 0,52 + 0,04
LQVM 20 H H NH, OCH; 0,34+ 0,06
LQVM 21 H H NH, NO,  0,63+0,01
LQVM 22 H H NH, CF; 0,63 + 0,07
5- fluortriptamina 0,16 + 0,07

Nos estudos de ZERAIK e colaboradores (2012), as chalconas contendo o grupo
amino no anel A mostraram-se potentes inibidores de MPO, quando comparadas a
hidroxichalconas. Os resultados demonstrados na Tabela 3, p. 63 permitem a comparacao
dos valores de Clso entre as aminochalconas LQVM 1, LQVM 11 ¢ LQVM 13 indicando
que a presen¢a do grupo amino na posicao 4' confere maior poténcia.

As 4’-aminochalconas que contém substituintes retiradores de elétrons no anel B
LQVM 16, LQVM 21 e LQVM 22 se mostraram menos potentes do que a 4’-
aminochalcona LQVM 20 que possui o grupo metoxila, um grupo doador de elétrons. A

4’-aminochalcona LQVM 20 apresentou a maior inibicdo de MPO, exibindo um valor de
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CI 5o de 0,34 pmol L™, sendo duas vezes menos potente que a 5-fluortriptamina (Clsy =
0,16 pmol L™), a qual foi utilizada como inibidor de referéncia.
Os resultados dos valores de Clso para os analogos arilicos de aminochalconas

foram sumarizados na Tabela 4, p. 64.

Tabela 4. Atividade Inibitoria de MPO in vitro dos Analogos Arilicos de Aminochalconas

o
Substancia R R Ar Cls) (nmol L)
LQVM 30 H NH, 0,54 + 0,04
I )
(@]
LQVM 31 H NH, 0,53 + 0,08
I 1)
S
LQVM 32 H NH, >10
LQVM 34 H NH, >10
5- fluortriptamina 0,16 + 0,07

As substancias LQVM 30 e LQVM 31 demonstraram atividade inibitoria em MPO
similar a LQVM 13 (Tabela 3; p. 63) sugerindo uma relagdo bioisostérica classica entre
LQVM 13, LQVM 30 ¢ LQVM 31, as quais possuem anéis com o mesmo numero de
elétrons m. As substancias LQVM 32 ¢ LQVM 34, que apresentam dez elétrons m, nao
apresentaram inibi¢do da MPO, devido a um provavel devido ao fator estérico, uma vez

que seus anés sao mais volumosos.

4.6 Avaliacio da Inibi¢io ex vivo da Atividade Clorinante de MPO
Para as substancias LQVM 16, LQVM 30 ¢ LQVM 31 o teste de viabilidade
celular com azul de Trypan demonstrou que essas substincias ndo foram citotoxicas aos

neutrofilos, uma vez que a viabilidade celular foi acima de 90% apds 90 minutos de
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incubacgdo. Esses resultados demonstram que nos experimentos nao houve influéncia da

citotoxicidade sobre a inibi¢ao da MPO.

Os resultados de Clsy foram demonstrados na Tabela 5, p.65.

Tabela 5. Resultados de Cls para inibi¢do de MPO ex-vivo

Substancia Cls (nmol L)
LQVM 16 >50
LQVM 30 212+ 1,1
LQVM 31 19,2+ 0,5

5- fluortriptamina 10,1 + 0,4

A inibigdo da MPO ex vivo, produzida por neutrofilos, pelos analogos arilicos
LQVM 30 e LQVM 31 foi potente, sendo aproximadamente duas vezes menos potente do

que a 5-fluortriptamina. A substancia LQVM 16 niao promoveu inibicdo em meio celular,

demonstrando uma Clsy superior a 50 pmol L.
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5. Conclusoes

As aminochalconas e andlogos arilicos foram sintetizados pela condensagdo de
Claisen-Schimidt demonstrando rendimentos altos, uma vez que para 79% das substancias,
foram superiores a 75%. Entre as 34 substancias sintetizadas foram obtidas 5 substancias
inéditas.

Nos testes de inibi¢ao da replicagdo do HCV, a substancia LQVM 22 monstrou-se
potente, e pode ser considerada uma substincia protdtipo para modificagdes estruturais e
potencializacdo da atividade biologica. Entre as 34 substancias testadas, 28 nao
apresentaram citotoxicidade aos hepatdcitos até a concentragdo de 2 pmol L™.

Para ainibicao do crecimento fungico as aminochalconas LQVM 16 ¢ LQVM 17
mostraram-se como potentes agentes anti-Paracoccidioides brasiliensis apresentando um
valor de CIM de 0,49 pug mL™.

O estudo da inibicdo da atividade clorinante de MPO pelas aminochalconas e
analogos arilicos, demonstrou que a substancia LQVM 20 ¢ a mais potente entre as
testadas in vitro. Nos testes ex-vivo os andlogos arilicos LQVM 30 ¢ LQVM 31
mostraram potente inibicdo, sendo aproximadamente duas vezes menor do que em relacao
a S-fluortriptamina.

Nossos estudos quimicos e biologicos de aminochalconas e seus analogos arilicos
conduziram a descoberta de kits, os quais sdo valiosos prototipos para o desenvolvimento

de agentes terapéuticos inovadores.
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ANEXO 1. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 1 (DMSO-dg; 600 MHz)
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ANEXO 2. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 1 (DMSO-dg;
600 MHz)
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ANEXO 3. Espectro de RMN de "’C da substancia LQVM 1 (DMSO-ds; 150 MHz)
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ANEXO 4. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 1 (DMSO-ds;
150 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G1 Mariana Bastos (3 mg) em DMSO
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ANEXO 5.  Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 2 (DMSO-ds; 600MHz)

20131129_Mariana
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G 25 em DMSO (11.3 mg)
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ANEXO 6. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 2 (DMSO-dg;
600 MHz)

20131129_Mariana
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G 25 em DMSO (11.3 mg)
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ANEXO 7. Espectro de RMN de ’C da substancia LQVM 2 (DMSO-ds; 150 MHz)
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Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G 25 em DMSO (11.3 mg)
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ANEXO 8. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 2 (DMSO-de;
150 MHz).

20131129_Mariana
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G 25 em DMSO (11.3 mg)
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ANEXO 9. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 3 (DMSO-dg; 600 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G5 Mariana Bastos (3 mg) em DMSO
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ANEXO 10. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 3 (DMSO-ds;
600MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G5 Mariana Bastos (3 mg) em DMSO
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ANEXO 11. Espectro de RMN de "C da substancia LQVM 3 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G5 Mariana Bastos (3 mg) em DMSO
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ANEXO 12. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 3 (DMSO-ds;
150 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G5 Mariana Bastos (3 mg) em DMSO
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ANEXO 13. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 4 (DMSO-ds; 600 MHz)
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Prof. Luis Octavio, amostra G23 Mariana Bastos (3.0 mg) em DMSO
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ANEXO 14. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 4 (DMSO-dj;
600 MHz)
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Prof. Luis Octavio, amostra G23 Mariana Bastos (3.0 mg) em DMSO
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ANEXO 15. Espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 4 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G23 Mariana Bastos (3.0 mg) em DMSO
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ANEXO 16. Ampliacio do espectro de RMN de °C da substancia LQVM 4 (DMSO-de;
150 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G23 Mariana Bastos (3.0 mg) em DMSO
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ANEXO 17. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 5 (DMSO-d; 600MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G4 Mariana Bastos (3.5 mg) em DMSO
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ANEXO 18. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 5 (DMSO-dg;
600 MHz)

20140630_LuisOctavio

Prof. Luis Octavio, amostra G4 Mariana Bastos (3.5 mg) em DMSO
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ANEXO 19. Espectro de RMN de "C da substancia LQVM 5 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140630_LuisOctavio

Prof. Luis Octavio, amostra G4 Mariana Bastos (3.5 mg) em DMSO
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ANEXO 20. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 5 (DMSO-ds;

150 MHz)
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Prof. Luis Octavio, amostra G4 Mariana Bastos (3.5 mg) em DMSO
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ANEXO 21. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 6 (DMSO-dg; 600 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G3 Mariana Bastos (3.5 mg) em DMSO
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ANEXO 22. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substincia LQVM 6 (DMSO-dq;
600 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G3 Mariana Bastos (3.5 mg) em DMSO
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ANEXO 23. Espectro de RMN de ’C da substancia LQVM 6 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G3 Mariana Bastos (3.5 mg) em DMSO
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ANEXO 24. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 6 (DMSO-ds;
150 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G3 Mariana Bastos (3.5 mg) em DMSO
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ANEXO 25. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 7 (DMSO-dg; 400 MHz)

20130913_Prof_Luis_G2
Prof Luis, amostra G2 (25 C)
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ANEXO 26. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 7 (DMSO-ds;
400 MHz)

20130913_Prof_Luis_G2
Prof Luis, amostra G2 (25 C)
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ANEXO 27. Espectro de RMN de "C da substancia LQVM 7 (DMSO-ds; 120 MHz)

20131021_Mariana_13C
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G2 (18 mg)
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ANEXO 28. Ampliacio do espectro de RMN de °C da substancia LQVM 7 (DMSO-ds;
120 MHz)

20131021_Mariana_13C
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G2 (18 mg)
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ANEXO 29. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 8 (DMSO-ds; 600 MHz)
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ANEXO 30. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 8 (DMSO-ds;
600 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G6 Mariana Bastos (3.2 mg) em DMSO
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ANEXO 31. Espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 8 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140630_LuisOctavio

Prof. Luis Octavio, amostra G6 Mariana Bastos (3.2 mg) em DMSO
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ANEXO 32. Ampliacio do espectro de RMN de °C da substancia LQVM 8 (DMSO-ds;

150 MHz)

20140630_LuisOctavio

Prof. Luis Octavio, amostra G6 Mariana Bastos (3.2 mg) em DMSO
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ANEXO 33. Espectro de RMN 'H da substancia LQVM 9 (DMSO-ds; 600 MHz)

20131129_Mariana
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G 24 em DMSO (11.6 mg)
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ANEXO 34. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 9 (DMSO-ds;
600 MHz)

20131129_Mariana
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G 24 em DMSO (11.6 mg)
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ANEXO 35. Espectro de RMN de °C da substancia LQVM 9 (DMSO-ds; 150 MHz)

20131129_Mariana

Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G 24 em DMSO (11.6 mg)
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ANEXO 36. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 9 (DMSO-de;

150 MHz)

20131129_Mariana

Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G 24 em DMSO (11.6 mg)
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ANEXO 37. Espectro de RMN de 'H da substincia LQVM 10 (DMSO-ds; 600MHz)

Espectros RMN - Aminochalconas
Prof. Luis Octavio, amostra Mariana G.18 (5.3 mg) em DMSO
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ANEXO 38. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 10 (DMSO-ds;
600 MHz)

Espectros RMN - Aminochalconas
Prof. Luis Octavio, amostra Mariana G.18 (5.3 mg) em DMSO
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ANEXO 39. Espectro de RMN de C da substancia LQVM 10 (DMSO-dg; 150 MHz)

Espectros RMN - Aminochalconas
Prof. Luis Octavio, amostra Mariana G.18 (5.3 mg) em DMSO
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ANEXO 40. Espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 10 (DMSO-ds; 150 MHz)

Espectros RMN - Aminochalconas
Prof. Luis Octavio, amostra Mariana G.18 (5.3 mg) em DMSO
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ANEXO 41. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 11 (DMSO-ds; 600 MHz)

20150130

Luis Octavio, Mariana Bastos, J01, 4.4 mg em DMSO
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ANEXO 42. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 11 (DMSO-ds;
600 MHz)
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ANEXO 43. Espectro de RMN de ’C da substancia LQVM 11 (DMSO-ds; 150 MHz)

20150130
Luis Octavio, Mariana Bastos, J01, 4.4 mg em DMSO, 13C
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ANEXO 44. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 11 (DMSO-

d; 150 MHz)

20150130
Luis Octavio, Mariana Bastos, J01, 4.4 mg em DMSO, 13C
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ANEXO 45. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 12 (DMSO-ds; 600 MHz)

20150130

Luis Octavio, Mariana Bastos, J04, 5.4 mg em DMSO
SS

25C

.7¢
6/
T
5.352

7.883
7.875

6.863
6.862
6.859
6.858
6.850
6.849
6.846

17256
53
7.224 /
1708 —

T
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
1 (ppm)

ANEXO 46. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 12 (DMSO-ds;
600 MHz)

20150130

Luis Octavio, Mariana Bastos, J04, 5.4 mg em DMSO
SS
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ANEXO 47. Espectro de RMN de C da substancia LQVM 12 (DMSO-d; 150 MHz)

20150130
Luis Octavio, Mariana Bastos, J04, 5.4 mg em DMSO, 13C
25C
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ANEXO 48. Ampiacdo do espectro de RMN de °C da substancia LQVM 12 (DMSO-d¢;

150 MHz)

20150130
Luis Octavio, Mariana Bastos, J04, 5.4 mg em DMSO, 13C
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ANEXO 49. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 13 (DMSO-ds; 600 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D1 Mariana Bastos (3.4 mg) em DMSO
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ANEXO 50. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 13 (DMSO-ds;
600 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D1 Mariana Bastos (3.4 mg) em DMSO
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ANEXO 51. Espectro de RMN de °C da substancia LQVM 13 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D1 Mariana Bastos (3.4 mg) em DMSO
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ANEXO 52. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 13 (DMSO-
ds; 150 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D1 Mariana Bastos (3.4 mg) em DMSO
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ANEXO 53. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 14 (DMSO-ds; 600 MHz)

20131021_Mariana_1H
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra CHALC - D25 em DMSO (11 mg)
25 C, solvent suppression
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ANEXO 54. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substéncia 14 (DMSO-d; 600
MHz)

20131021_Mariana_1H
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra CHALC - D25 em DMSO (11 mg)
25 C, solvent suppression
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ANEXO 55. Espectro de RMN de °C da substancia LQVM 14 (DMSO-ds; 150 MHz)

20131203_Mariana
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra Chalc D-25 em DMSO (11.0 mg)
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ANEXO 56. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 14 (DMSO-
ds; 150 MHz)

20131203_Mariana
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra Chalc D-25 em DMSO (11.0 mg)
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ANEXO 57. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 15 (DMSO-ds; 600 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-5 Mariana (5.4 mg) em DMSO
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ANEXO 58. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 15 (DMSO-ds;

600 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-5 Mariana (5.4 mg) em DMSO
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ANEXO 59. Espectro de RMN de °C da substancia LQVM 15 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-5 Mariana (5.4 mg) em DMSO
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ANEXO 60. Espectro de RMN de "*C da substincia LQVM 15 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-5 Mariana (5.4 mg) em DMSO
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ANEXO 61. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 16 (DMSO-ds; 600 MHz)

20131021_Mariana_1H
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra CHALC - D23 em DMSO (10.8 mg)
25 C, solvent suppression
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ANEXO 62. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 16 (DMSO-ds;
600 MHz)

20131021_Mariana_1H
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra CHALC - D23 em DMSO (10.8 mg)
25 C, solvent suppression
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ANEXO 63. Espectro de RMN de C da substancia LQVM 16 (DMSO-dg; 150 MHz)

20131203_Mariana

Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra Chalc D-23 em DMSO (10.8 mg)
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ANEXO 64. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 16 (DMSO-

dg; 150 MHz)

20131203_Mariana

Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra Chalc D-23 em DMSO (10.8 mg)
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ANEXO 65. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 17 (DMSO-ds; 600 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-4 Mariana (5.5 mg) em DMSO
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ANEXO 66. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 17 (DMSO-ds;
600 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-4 Mariana (5.5 mg) em DMSO
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ANEXO 67. Espectro de RMN de ’C da substancia LQVM 17 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140410_LuisOctavio

Prof. Luis Octavio, amostra D-4 Mariana (5.5 mg) em DMSO
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ANEXO 68. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 17 (DMSO-

dg; 150 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-4 Mariana (5.5 mg) em DMSO
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ANEXO 69. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 18 (DMSO-ds; 600 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-3 Mariana (5.5 mg) em DMSO
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ANEXO 70. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 18 (DMSO-ds;
600 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-3 Mariana (5.5 mg) em DMSO
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ANEXO 71. Espectro de RMN de °C da substancia LQVM 18 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-3 Mariana (5.5 mg) em DMSO
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ANEXO 72. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 18 (DMSO-
ds; 150 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-3 Mariana (5.5 mg) em DMSO
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ANEXO 73. Espectro de RMN de 'H da substincia LQVM 19 (DMSO-ds; 600MHz)

20140523_LuisOctavio n
Prof. Luis Octavio, amostra D-2 Mariana (5.2 mg) em DMSO 3
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ANEXO 74. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 19 (DMSO-ds;

600 MHz)

20140523 _LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-2 Mariana (5.2 mg) em DMSO
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ANEXO 75. Espectro de RMN de °C da substancia LQVM 19 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140523_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-2 Mariana (5.2 mg) em DMSO
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ANEXO 76. Espectro de RMN de "*C da substincia LQVM 19 (DMSO-ds; 150 MHz)
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Prof. Luis Octavio, amostra D-2 Mariana (5.2 mg) em DMSO
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ANEXO 77. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 20 (DMSO-ds; 600 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-6 Mariana (5.1 mg) em DMSO
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ANEXO 78. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 20 (DMSO-ds;
600 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-6 Mariana (5.1 mg) em DMSO
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ANEXO 79. Espectro de RMN de ’C da substancia LQVM 20 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-6 Mariana (5.1 mg) em DMSO
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ANEXO 80. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 20 (DMSO-
ds; 150 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-6 Mariana (5.1 mg) em DMSO
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ANEXO 81. Espectro de RMN de 'H da substincia LQVM 21 (DMSO-ds; 600 MHz)

20131021_Mariana_1H
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra CHALC - D24 em DMSO (10.8 mg)
25 C, solvent suppression
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ANEXO 82. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 21 (DMSO-ds;
600 MHz)

20131021_Mariana_1H
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra CHALC - D24 em DMSO (10.8 mg)
25 C, solvent suppression
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ANEXO 83. Espectro de RMN de ’C da substancia LQVM 21 (DMSO-ds; 150 MHz)

20131203_Mariana
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra Chalc D-24 em DMSO (10.8 mg)
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ANEXO 84. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 21 (DMSO-
ds; 150 MHz)

20131203_Mariana
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra Chalc D-24 em DMSO (10.8 mg)
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ANEXO 85. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 22 (DMSO-ds; 600 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-18 Mariana (5.2 mg) em DMSO
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ANEXO 86. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 22 (DMSO-ds;
600 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-18 Mariana (5.2 mg) em DMSO
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ANEXO 87. Espectro de RMN de ’C da substancia LQVM 22 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-18 Mariana (5.2 mg) em DMSO
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ANEXO 88. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 22 (DMSO-
ds; 150 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-18 Mariana (5.2 mg) em DMSO
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ANEXO 89. Espectro de RMN de 'H da substincia LQVM 23 (DMSO-ds; 400 MHz)

20130913_Prof_Luis_G21
Prof Luis, amostra G21 (25 C)
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ANEXO 90. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 23 (DMSO-ds;
400 MHz)

20130913_Prof_Luis_G21
Prof Luis, amostra G21 (25 C)
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ANEXO 91. Espectro de RMN de °C da substancia LQVM 23 (DMSO-ds; 120 MHz)

20131021 _Mariana_13C
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G21 em DMSO (10.3 mg)
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ANEXO 92. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 23 (DMSO-
ds; 120 MHz)

20131021_Mariana_13C
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G21 em DMSO (10.3 mg)
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ANEXO 93. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 24 (DMSO-ds; 600 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G20 Mariana Bastos (3.4 mg) em DMSO
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ANEXO 94. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 24 (DMSO-ds;
600 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G20 Mariana Bastos (3.4 mg) em DMSO
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ANEXO 95. Espectro de RMN de °C da substancia LQVM 24 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140630_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra G20 Mariana Bastos (3.4 mg) em DMSO
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ANEXO 96. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 24 (DMSO-
ds; 150 MHz)

Prof. Luis Octavio, amostra G20 Mariana Bastos (3.4 mg) em DMSO
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ANEXO 97. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 25 (DMSO-ds; 400 MHz)

20130913_Prof_Luis_G14
Prof Luis, amostra G14 (25 C)
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ANEXO 98. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 25 (DMSO-ds;

400 MHz)

20130913_Prof_Luis_G14

Prof Luis, amostra G14 (25 C)
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ANEXO 99. Ampliagio da regido de 7,4 a 8,1 ppm do espectro de RMN de 'H da
substancia LQVM 25 (DMSO-ds; 400 MHz)

20130913_Prof_Luis_G14
Prof Luis, amostra G14 (25 C)
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ANEXO 100. Espectro de RMN de "*C da substincia LQVM 25 (DMSO-ds; 120 MHz)

20131021_Mariana_13C
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G14 (19.6 mg)
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ANEXO 101. Ampliagio do espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 25 (DMSO-
de; 120 MHz)

Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G14 (19.6 mg)
25C
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ANEXO 102. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 26 (DMSO-d; 400 MHz)

Luis CHALC G15
Luis CHALC-G15 12/08/2013 1H supressao
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ANEXO 103. Ampliagio do espectro de RMN de 'H da substincia LQVM 26 (DMSO-ds;

400 MHz)

Luis CHALC G15
Luis CHALC-G15 12/08/2013 1H supressao

[ 3
N
=
-
b
o
5
/ e ff
f=:}
2
a
N
hy
O
Q a
~ 2
| N
=}
2 | 2%
— % © 2 I ©
«© ~S IN ()
n N v
© | Sle Yle SR =)
ey g N s &
~ s N =z g %)
(=3
&R I N ¢ e \
N o © < 8o 3 i
@) 0 ) Qe © N
N NN ~Q o
. — ol
Sl d s
ven Rz
g RE ) 208
— Q N N
5% N —~—
IN
[ — ‘/
|
PN I L T T L T
8 S ] S = S ]
= p o - ~ = -
T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7

7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0
f1 (ppm)

ANEXO 104. Espectro de RMN de "*C da substincia LQVM 26 (DMSO-ds; 120 MHz)

20131021_Mariana_13C
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G15 (18 mg)
25C

™~
Q
3 &
< |
n ~
& 5
B
8o g i
- gig 1 9
b3 LRSI N
o o
o L] ST T
a | 5 |
o —
< RS I
| |
- . ‘ o
o ikl i o Wy
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10

100
f1 (ppm)

124



ANEXO 105. Ampliagio do espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 26 (DMSO-
de; 120 MHz)

20131021_Mariana_13C
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G15 (18 mg)
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ANEXO 106. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 27 (DMSO-ds; 400 MHz)

20130913_Prof_Luis_G19
Prof Luis, amostra G1 (25 C)
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ANEXO 107. Ampliagio do espectro de RMN de 'H da substincia LQVM 27 (DMSO-ds;
400 MHz)

20130913_Prof_Luis_G19
Prof Luis, amostra G1 (25 C)
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ANEXO 108. Espectro de RMN de "*C da substincia LQVM 27 (DMSO-ds; 120 MHz)

20131021_Mariana_13C
Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G19 (10.8 mg)
25C
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ANEXO 109. Ampliago do espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 27 (DMSO-
de; 120 MHz)

Mariana (Prof. Luis Octavio), amostra G19 (10.8 mg)
25C
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ANEXO 110. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 28 (DMSO-ds; 600 MHz)

20150130

Luis Octavio, Mariana Bastos, J20, 5.0 mg em DMSO
SS

25C

5 2.0 1.5 1.0 0.5

127



ANEXO 111. Ampliagio do espectro de RMN de 'H da substincia LQVM 28 (DMSO-de;
600 MHz)

20150130

Luis Octavio, Mariana Bastos, J20, 5.0 mg em DMSO
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ANEXO 112. Espectro de RMN de "*C da substincia LQVM 28 (DMSO-ds; 150 MHz)

20150130
Luis Octavio, Mariana Bastos, J20, 5.0 mg em DMSO, 13C
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ANEXO 113. Ampliagio do espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 28 (DMSO-

ds; 150 MHz)

20150130
Luis Octavio, Mariana Bastos, J20, 5.0 mg em DMSO, 13C
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ANEXO 114. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 29 (DMSO-ds; 400 MHz)

Luis CHALC J15
Luis CHALC-J.15 12/08/2013 1H supressao
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ANEXO 115. Ampliagio do espectro de RMN de 'H da substincia LQVM 29 (DMSO-ds;
600MHz)

Luis CHALC J15
Luis CHALC-J.15 12/08/2013 1H supressao
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ANEXO 116. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 30 (DMSO-ds; 600 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-21 Mariana (5.2 mg) em DMSO
20C
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ANEXO 117. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 30 (DMSO-ds;
600 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-21 Mariana (5.2 mg) em DMSO
20C
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ANEXO 118. Espectro de RMN de °C da substancia LQVM 30 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-21 Mariana (5.2 mg) em DMSO
20C

131.360
T™-113.254

145.898
128.746
115.939

154.353
——151.921
125.556
__~119.628
113.339

185.722

T——_ 00 RSO O

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110

100
f1 (ppm)

ANEXO 119. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 30 (DMSO-
ds; 150 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-21 Mariana (5.2 mg) em DMSO
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ANEXO 120. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 31 (DMSO-ds; 600 MHz)

20140523_LuisOctavio

Prof. Luis Octavio, amostra D-20 Mariana (5.3 mg) em DMSO
20C
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ANEXO 121. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 31 (DMSO-ds;
600 MHz)

20140523 _LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-20 Mariana (5.3 mg) em DMSO
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ANEXO 122. Espectro de RMN de °C da substancia LQVM 31 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140523_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-20 Mariana (5.3 mg) em DMSO
20C
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ANEXO 123. Ampliacio do espectro de RMN de "°C da substincia LQVM 31 (DMSO-

dg; 150 MHz)

20140523 _LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-20 Mariana (5.3 mg) em DMSO
20C

113.21

131.43

134.71
132.18
129.76
129.03
121.19

——154.36
140.64
——125.51

118 116 114 112

T T T T T T T T T T
156 154 152 150 148 146 144 142 140 138 136 f1?4 )132 130 128 126 124 122 120
1 (ppm

134



ANEXO 124. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 32 (DMSO-ds; 600 MHz)
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ANEXO 125. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 32 (DMSO-ds;
600 MHz)
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ANEXO 126. Ampliagio da regido de 7,55 a 8,10 ppm do espectro de RMN de 'H da
substancia LQVM 32 (DMSO-ds; 600 MHz)
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ANEXO 127. Espectro de RMN de "*C da substincia LQVM 32 (DMSO-ds; 150 MHz)
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ANEXO 128. Ampiagio do espectro de RMN de °C da substincia LQVM 32 (DMSO-ds;
150 MHz)
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ANEXO 129. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 33 (DMSO-ds; 600 MHz)
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ANEXO 130. Ampliagio do espectro de RMN de 'H da substincia LQVM 33 (DMSO-ds;

600 MHz)
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ANEXO 131. Espectro de RMN de "*C da substincia LQVM 33 (DMSO-ds; 150 MHz)

20140410_LuisOctavio
Prof. Luis Octavio, amostra D-15 Mariana (11.4 mg) em DMSO
20C

/131.68
113.26

19.90

186.31
154.41
/ 138.07
127.26
[r 127.05
5.44

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 _ 100
f1 (ppm)

138



ANEXO 132. Ampliagio do espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 33 (DMSO-

ds; 150 MHz)
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ANEXO 133. Espectro de RMN de 'H da substancia LQVM 34 (DMSO-ds; 600 MHz)
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ANEXO 134. Ampliagio do espectro de RMN de 'H da substincia LQVM 34 (DMSO-ds;
600 MHz)
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ANEXO 135. Espectro de RMN de "*C da substincia LQVM 34 (DMSO-ds; 150 MHz)
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ANEXO 136. Ampliagio do espectro de RMN de "°C da substancia LQVM 34 (DMSO-
de; 150 MHz)
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